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resumo 
 
 
Os nanomateriais bidimensionais (2D), em particular, os dicalcogenídeos de 
metais de transição (TMDs), têm grande interesse científico devido às suas 
estruturas únicas e propriedades distintivas, abrindo grandes oportunidades 
para aplicações em biomedicina. Dentro da família dos TMDs, o dissulfureto de 
molibdénio (MoS2), é aquele que recebe maior destaque, sendo considerado 
um potencial agente na terapia fototérmica (PTT) e no transporte de moléculas 
biologicamente ativas.  
Neste trabalho, estudou-se a biocompatibilidade das nano-folhas de MoS2 
estabilizadas com biomoléculas, AMP, GMP e FMN, em dois tipos celulares, 
pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e osteoblastos (Saos-2). As experiências in vitro, 
revelaram que ambas as linhas celulares na presença dos nanomateriais (24 h 
de cultura) exibiam ótima viabilidade celular e diferenças na proliferação das 
células apenas quando expostas a MoS2-AMP e MoS2-GMP.  
A internalização de MoS2-AMP, -GMP e -FMN (10 e 50 µg mL-1) pelas células 
MC3T3-E1 e Saos-2, bem como a produção de espécies reativas de oxigénio 
(ROS) foi demostrada através de citometria de fluxo (FCM). A internalização 
dos três nanomateriais foi observada nas duas concentrações testadas, em 
dois tempos de incubação (4 h e 24 h). Relativamente à produção de ROS, 
observamos um aumento deste parâmetro nas células MC3T3-E1 expostas 
durante 24 h a MoS2-AMP nas duas concentrações testadas (10 e 50 µg mL-1). 
De forma similar, as células Saos-2 aumentaram a produção de ROS, quando 
cultivadas durante 24 h, na presença de MoS2-FMN (10 e 50 µg mL-1). 
Adicionalmente, demostramos que as células MC3T3-E1 cultivadas na 
presença dos três nanomateriais estudados (50 µg mL-1), durante 10 dias, são 
capazes de se diferenciarem.  
Este trabalho destaca o grande potencial de aplicação biomédica que as nano-
folhas de MoS2 estabilizadas com mononucleótidos (-AMP, -GMP e -FMN) 
apresentam, tendo em conta a biocompatibilidade comprovada. 
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abstract 
 
Two-dimensional (2D) nanomaterials, in particular, transition metal 
dichalcogenides (TMDs), are of great scientific interest because of their unique 
structures and distinctive properties, opening up great opportunities for 
applications in biomedicine. Within the TMDs family, molybdenum disulfide 
(MoS2) is the most prominent nanomaterial and is considered a potential agent 
in photothermal therapy (PTT) and as drug delivery vehicle.  
In this work, the MoS2 nanosheets biocompatibility stabilized with biomolecules, 
AMP, GMP and FMN was studied in two cell types, pre-osteoblasts (MC3T3-
E1) and osteoblasts (Saos-2). In vitro experiments revealed that both cell lines 
in the presence of nanomaterials (24h culture) exhibited optimal cell viability 
and differences in cell proliferation, only when exposed to MoS2-AMP and 
MoS2-GMP. 
The incorporation of MoS2-AMP, -GMP and -FMN (10 and 50 μg mL-1) by 
MC3T3-E1 and Saos-2 cells, as well as the production of reactive oxygen 
species (ROS) was demonstrated by flow cytometry (FCM). MC3T3-E1 and 
Saos-2 cells incorporated all tested nanomaterials at two different incubation 
times (4 h and 24 h). Regarding ROS production, we observed an increase of 
this parameter in MC3T3-E1 cells exposed for 24h to MoS2-AMP at the two 
concentrations tested (10 and 50 μg mL-1). Similarly, Saos-2 cells increased 
ROS production when cultured for 24 h in the presence of MoS2-FMN (10 and 
50 μg mL-1). In addition, we demonstrate that MC3T3-E1 preosteoblasts 
cultured for 10 days in the presence of MoS2-AMP, -GMP and -FMN 
nanomaterials (50 μg mL-1) are able to differentiate into osteoblasts. 
This work demonstrates the biocompatibility of MoS2 nanosheets stabilized with 
mononucleotide (-AMP, -GMP and -FMN), revealing their great potential for 
biomedical applications. 
 
 
		 I	
	 	
		 II	
INDÍCE	
LISTA	DE	FIGURAS	.............................................................................................................................	IV	
LISTA	DE	TABELAS	.............................................................................................................................	VI	
ABREVIATURAS	...............................................................................................................................	VIII	
I.	 INTRODUÇÃO	.............................................................................................................................	1	
1.	NANOMATERIAIS	........................................................................................................................	1	
II.	 OBJETIVOS	................................................................................................................................	11	
III.	 MATERIAIS	E	MÉTODOS	...........................................................................................................	13	
1.	CULTURA	CELULAR	...................................................................................................................	13	
1.1.	 LINHAS	CELULARES	.......................................................................................................	13	
1.2.	 ESTABELECIMENTO	E	MANUTENÇÃO	DAS	CULTURAS	CELULARES	..............................	13	
2.	ENSAIOS	BIOLÓGICOS	...............................................................................................................	14	
2.1.	 VIABILIDADE	E	PROLIFERAÇÃO	CELULAR	......................................................................	14	
2.2.	 INTERNALIZAÇÃO	CELULAR	..........................................................................................	14	
2.3.	 ESPÉCIES	REATIVAS	DE	OXIGÉNIO	................................................................................	15	
2.4.	 DIFERENCIAÇÃO	DAS	CÉLULAS	MC3T3-E1	....................................................................	16	
3.	ANÁLISE	ESTATÍSTICA	...............................................................................................................	17	
IV.	 RESULTADOS	E	DISCUSSÃO	......................................................................................................	19	
1.	VIABILIDADE	E	PROLIFERAÇÃO	CELULAR	..................................................................................	19	
2.	INTERNALIZAÇÃO	CELULAR	......................................................................................................	22	
3.	ESPÉCIES	REATIVAS	DE	OXIGÉNIO	............................................................................................	33	
4.	DIFERENCIAÇÃO	DAS	CÉLULAS	MC3T3-E1	................................................................................	36	
V.	 CONCLUSÃO	.............................................................................................................................	39	
VI.	 PERSPETIVAS	FUTURAS	............................................................................................................	41	
VII.	 REFERÊNCIAS	BIBLIOGRÁFICAS	................................................................................................	43	
 
 
 
 
 
  
		 III	
	 	
		 IV	
LISTA	DE	FIGURAS	
Figura	1.	Vários	tamanhos	de	sistemas	biológicos	e	nanomateriais	artificialmente	manipulados		...	2	
Figura	2.	Família	dos	nanomateriais	2D	.............................................................................................	3	
Figura	3.	Resumo	da	estabilidade	dos	átomos	de	MX2	......................................................................	4	
Figura	4.	Representação	tridimensional	da	estrutura	da	monocamada	de	MoS2		.............................	4	
Figura	5.	Exemplos	de	nanomateriais	desenvolvidos	para	a	terapia	fototérmica	.............................	8	
Figura	6.	Estruturas	químicas	dos	mononucleótidos	utilizados	como	agentes	
dispersantes/estabilizadores	das	nano-folhas	de	MoS2.	....................................................................	9	
Figura	7.	Viabilidade	das	células	MC3T3-E1	e	Saos-2.	......................................................................	20	
Figura	8.	Proliferação	das	células	MC3T3-E1	e	Saos-2.	....................................................................	21	
Figura	9.	Internalização	celular	de	MoS2-AMP	pelas	células	MC3T3-E1.	.........................................	23	
Figura	10.	Internalização	celular	de	MoS2-GMP	pelas	células	MC3T3-E1.	.......................................	24	
Figura	11.	Internalização	celular	de	MoS2-FMN	pelas	células	MC3T3-E1.	.......................................	25	
Figura	12.	Internalização	celular	do	MoS2-AMP	pelas	células	Saos-2.	.............................................	27	
Figura	13.	Internalização	celular	do	MoS2-GMP	pelas	células	Saos-2.	.............................................	29	
Figura	14.	Internalização	celular	do	MoS2-FMN	pelas	células	Saos-2.	.............................................	31	
Figura	15.	Internalização	celular	de	MoS2-AMP,	-GMP	e	-FMN	pelas	células	MC3T3-E1	e	Saos-2..	33	
Figura	16.	Avaliação	da	produção	de	ROS	pelas	células	MC3T3-E1.	................................................	34	
Figura	17.	Avaliação	da	produção	de	ROS	pelas	células	Saos-2.	......................................................	35	
Figura	18.	Avaliação	morfológica	das	células	MC3T3-E1	.................................................................	37	
Figura	19.	Avaliação	da	capacidade	de	diferenciação	da	linha	celular	MC3T3-E1..	.........................	38	
 
  
		 V	
	 	
		 VI	
	
LISTA	DE	TABELAS	
Tabela	I.	Estudos	publicados	de	biocompatibilidade	de	nano-folhas	de	MoS2.	.................................	5	
	
	
	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
		 VII	
	 	
		 VIII	
ABREVIATURAS	
0D-	Zero	dimensional	
2D-	Bidimensional	
3D-	Tridimensional	
AA-	Ácido	Ascórbico	
ALP-	Fosfatase	Alcalina	
AMP-	Monofosfato	de	Adenosina	
BSP-	Sialoproteína	óssea	
CE6-cloro	e6		
COFs-	Estruturas	Covalentes-	Orgânicas	
CS-	Quitosano	
DCF	H2-DA-	Diacetato	de	2’-7’-diclorodihidrofluoresceína	
DMEM-	Dulbecco's	Modified	Eagle	Medium	
DNA	-	Ácido	desoxirribonucleico		
DOX-	Doxorubicina		
EDTA-	Ácido	etilenodiamino	tetra-	acético	
FA-	Ácido	Fólico		
FBS-	Soro	fetal	bovino		
FCM-	Citometria	de	Fluxo	
FCS-	Forward-scattered	light	
FMN-	Mononucleótido	de	Flavina		
GMP-	Monofosfato	de	Guanosina	
H2O2-	Peróxido	de	hidrogénio	
HOCl-	Àcido	clorídrico	
HPG-	Poliglicerol	hiperramificado		
ISO-	International	Organization	for	Standardization	
MOFs-	Estruturas	Metálicas	Orgânicas	
MoS2-	Dissulfureto	de	Molibdénio		
MTT-	Brometo	de	3-	[4,5-dimetiltiazol-2-il]	-2,5-difenil	tetrazólio	
NaOH-	Hidróxido	de	sódio	
NIR-	Próximo	do	Infravermelho		
NO-Óxido	nítrico	
	O2-	Superóxido	 	
		 IX	
	 	
		 X	
OC-	Osteocalcina	
OCN-	Gene	da	osteocalcina	
OH--Radical	hidroxilo		
	ONOO--	Peroxinitrito		
PBS-	Solução	salina	tamponada	com	fosfato	
PEG-	Polietilenoglicol	
PEI-	Polietilenimina		
PTH-	Recetor	da	hormona	paratireoideia	
PTHrP-	Proteína	da	hormona	paratiróide	
PTT-	Terapia	Fototérmica		
RNA-	Ácido	ribonucleico	
ROS-	Espécies	Reativas	de	Oxigénio		
SN-38-	7-etil-10	–hidroxi-camptotecina	
SSC-	Side-scattered	light		
TMDs-	Dicalcogenídeos	de	Metais	de	Transição		
 a-MEM-	Alpha	Minimum	Essential	Medium	
	
	
	
		 XI	
	
		 1	
	
II. INTRODUÇÃO	
	
1. NANOMATERIAIS	
A	 nanotecnologia	 é	 um	 novo	 campo	 científico	 emergente	 interdisciplinar	 que	 requer	 a	
interação	de	várias	disciplinas,	incluindo	biologia,	química,	física,	engenharia	química	e	mecânica,	
ciências	 dos	 materiais	 e	 da	 medicina	 clínica	 (Farokhzad	 and	 Langer,	 2006).	 Este	 novo	 ramo	
científico	permite	a	manipulação	da	matéria	à	escala	atómica	para	 conferir	novas	propriedades	
aos	 materiais	 (Arndt	 and	 Unrine,	 2016).	 Além	 disso,	 esta	 nova	 vertente	 tecnológica	 tem	 um	
impacto	muito	positivo	em	quase	todas	as	indústrias	(Farokhzad	and	Langer,	2006),	possibilitando	
a	 construção	 de	 novas	 ferramentas	 e	 tecnologias	 para	 a	 inovação	 da	 medicina,	 eletrónica,	
materiais	e	outras	áreas	(Gupta	et	al.,	2015).	
Pretende-se	que	a	nanotecnologia	crie,	de	forma	continua,	plataformas	que	reforcem	de	
forma	positiva	 todas	 estas	 áreas,	 sobretudo	 a	 área	da	 saúde,	 através	da	deteção	de	 alterações	
moleculares	 responsáveis	 pela	 patogénese	 da	 doença;	 ferramentas	 de	 diagnóstico	 de	 doença;	
sistemas	 de	 imagem	 in	 vivo;	 sistemas	 de	 entrega	 de	 agentes	 terapêuticos;	 sistemas	
multifuncionais	para	aplicações	 terapêuticas	e	diagnósticos	 combinados	 (Farokhzad	and	 Langer,	
2006;	Kim	et	al.,	2010)	e	aplicação	na	área	da	medicina	regenerativa	(Alexiou	and	Fadeel,	2015).	
Hoje	 em	 dia,	 as	 plataformas	 utilizadas	 para	 estas	 aplicações	 são	 os	 nanomateriais.	 De	
acordo	com	a	norma	de	International	Organization	for	Standardization	(ISO)	os	nanomateriais	são	
definidos	 como	materiais,	 com	 pelo	menos	 uma	 dimensão	 cujo	 tamanho	 varia	 de	 1	 a	 100	 nm	
(Bashir	 and	 Liu,	 2015;	 Dolez,	 2015;	 Arndt	 and	 Unrine,	 2016).	 Os	 nanomateriais	 são,	 portanto,	
maiores	que	um	átomo	ou	até	mesmo	um	pequeno	grupo	de	átomos.	Na	natureza	existem	vários	
sistemas	 biológicos	 de	 tamanho	 nano	 como	 por	 exemplo,	 DNA,	 vírus,	 parvovírus	 e	 proteínas	
(Dolez,	2015)	(figura	1).		
Os	materiais	a	nível	de	nanoescala	podem	ser	classificados	de	acordo	com	a	sua	origem,	
dimensão,	constituição,	entre	outras	(Dolez,	2015).	A	dimensionalidade	é	uma	das	características	
mais	importantes	que	diferencia	os	nanomateriais	e	nanoestruturas.	É	um	parâmetro	que	define	
a	 estrutura	 atómica	 do	 material	 e	 determina	 as	 suas	 propriedades	 fundamentais	 (Gan	 et	 al.,	
2016).	 Foi	 descrito	 um	 sistema	 de	 classificação	 que	 engloba	 todas	 as	 nanoestruturas	 de	 baixa	
dimensão:	 zero	 dimensional	 (0D)	 (classe	 de	 quantum	 dots),	 monodimensional	 (1D)	 (classe	 de	
nanoribbons,	nanotubes	 e	nanowires),	 bidimensional	 (2D)	 (classe	 com	um	átomo	de	 espessura,	
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por	 exemplo	nanosheets)	 e	 tridimensonal	 (3D)	 (classe	de	nanoballs	 e	nanocones)	 (Gupta	et	 al.,	
2015).	
	
Figura	1.	Vários	tamanhos	de	sistemas	biológicos	e	nanomateriais	artificialmente	manipulados	(adaptado	
de	Bae	et	al.,	2011).	
	
Independentemente	 da	 sua	 dimensão,	 os	 nanomateriais	 exibem	 propriedades	 físicas,	
químicas,	óticas,	elétricas,	térmicas,	magnéticas,	biológicas	e	mecânicas	únicas	que	lhes	permitem	
serem	 utilizados	 nas	 mais	 diversas	 áreas	 (Gao	 and	 Xu,	 2009;	 Murty	 et	 al.,	 2013;	 Louro	 et	 al.,	
2015),	 tais	como,	eletrónica	 (Martín-Palma	and	Martínez-Duart,	2017),	optoeletrónica	 (Murty	et	
al.,	 2013),	 sensores	 (Murty	 et	 al.,	 2013;),	 catálise	 (Li	 and	 Somorjai,	 2010),	 indústria	 alimentar	
(Socas-Rodríguez	 et	 al.,	 2017),	 agricultura	 (Khot	 et	 al.,	 2012),	 produtos	 cosméticos	 (Katz	 et	 al.,	
2015),	indústria	automóvel	(Murty	et	al.,	2013),	tratamento	de	água	e	ambiente	(Santhosh	et	al.,	
2016),	têxteis	(Scott	et	al.,	2017),	energia	(Liu	and	Bashir,	2015),	engenharia	de	tecidos	(Chen	et	
al.,	2013),	diagnóstico	e	tratamentos	médicos	(biomedicina)	(Moshed	et	al.,	2017).		
Apesar	destas	serem	propriedades	fundamentais	dos	nanomateriais,	existem	outras	mais	
preponderantes	 que	 permitem	 distingui-los	 de	 todos	 os	 outros	 materiais.	 Deste	 modo,	 as	
propriedades	 distintivas	 são	 o	 seu	 pequeno	 tamanho,	 a	 relação	 aumentada	 da	 área	
superfície/volume	 e	 o	 potencial	 de	 modificação	 superficial	 através	 do	 processo	 de	
funcionalização,	por	exemplo,	através	de	diferentes	ligandos	que	aumentam	a	ligação	a	moléculas	
alvo	 (Zhang	 et	 al.,	 2012),	 influenciando	 na	 reatividade,	 sensibilidade	 ótica	 e	 condutividade	 do	
nanomaterial	(Louro	et	al.,	2015;	Arndt	and	Unrine,	2016).		
Nos	 últimos	 anos,	 novos	 sistemas	 à	 escala	 nano,	 especificamente	 os	 nanomaterais	 2D,	
têm	atraído	grande	interesse	por	parte	da	comunidade	científica,	devido	essencialmente,	às	suas	
características	e	propriedades	físico-químicas	únicas	e	extremamente	versáteis	(Liu	et	al.,	2014b;	
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Chen	 et	 al.,	 2016).	 De	 acordo	 com	 a	morfologia	 e	 espessura,	 os	 nanomateriais	 2D	 podem	 ser	
divididos	em	nanoribons,	nanoplates,	nanowalls,	nanoflakes	 e	 nanosheets	 (nano-folhas)	 (Gan	et	
al.,	 2016).	 Os	 nanomateriais	 2D	 mais	 conhecidos	 incluem	 principalmente	 grafeno,	 nitreto	 de	
carbono	 grafítico	 (g-C3N4),	 nitreto	 de	 boro	 hexagonal	 (hBN),	 dicalcogenídeos	 de	 metais	 de	
transição	(TMDs),	óxidos	e	hidróxidos	metálicos	(incluindo	argilas),	fosforeno	preto,	elementos	do	
grupo	 IV,	 germanene	 e	 stanene,	 etc,	 estruturas	 metálicas	 orgânicas	 (MOFs),	 estruturas	
covalentes-orgânicas	(COFs),	polímeros	e	metais	(Gupta	et	al.,	2015)	(figura	2).	
	
	
Figura	2.	Família	dos	nanomateriais	2D	(adaptado	de	Gupta	et	al.,	2015).	
	
Os	dicalcogenídeos	de	metais	de	 transição	 (TMDs)	 são	uma	nova	 família	de	nano-folhas	
(Chen	 et	 al.,	 2016),	 com	 inúmeras	 aplicações,	 incluindo,	 eletrónica,	 física,	 química,	
optoelectrónica,	 energia,	 biomedicina	 e	 biotecnologia	 (Chen	et	 al.,	 2016;	 Li	 et	 al.,	2017;	 Li	 and	
Wong,	 2017).	 A	 sua	 forma	 generalizada	 é	MX2,	 onde	 o	M	 representa	 a	 camada	 hexagonal	 de	
átomos	 metálicos	 que	 podem	 ser	 Ti,	 Zr,	 Hf,	 V,	 Nb,	 Ta,	 Mo,	 W,	 Tc,	 Re,	 Co,	 Rh,	 Ir,	 Ni,	 Pd,	 Pt	
intercalados	entre	duas	camadas	de	átomos	de	calcogénio	(S,	Se,	Te)	representados	por	X	(Gupta	
et	al.,	2015;	Li	and	Zhu,	2015;	Bao	et	al.,	2016;	Li	and	Wong,	2017).	Os	átomos	da	mesma	camada	
estão	 ligados	 covalentemente	 numa	 rede	 hexagonal	 enquanto	 as	 camadas	 adjacentes	 são	
mantidas	por	forças	de	Van	der	Waals	(Li	and	Wong,	2017)	(figura	3).	
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Figura	3.	Resumo	da	estabilidade	dos	átomos	de	MX2	(adaptado	Gupta	et	al.,	2015).	
	
Dentro	da	família	dos	TMDs	as	nano-folhas	de	MoS2	de	camada	única	(monocamada)	são	
os	elementos	mais	explorados	e	representativos.	Do	ponto	de	vista	químico,	o	MoS2	é	composto	
por	três	camadas	de	átomos:	uma	camada	de	Mo	entre	duas	camadas	de	S	com	fortes	 ligações	
moleculares	 intra	 camadas	 (ligações	 coordenadas),	 mas	 com	 ligações	 fracas	 entre	 camadas,	
nomeadamente,	forças	de	Van	der	Waals,	dando	origem	à	sua	estrutura	em	camada	(Kumar	et	al.,	
2015)	(figura	4).	
 
Figura	4.	Representação	tridimensional	da	estrutura	da	monocamada	de	MoS2	(adaptado	Radisavljevic	et	
al.,	2011).	
Atualmente,	 a	 maioria	 dos	 estudos	 de	 investigação	 com	 as	 nano-folhas	 de	MoS2	 estão	
encaminhados	para	a	área	da	biomedicina,	 tendo	como	principal	objetivo	a	 terapia	 fototérmica	
(PTT)	 e	 o	 transporte	 de	 agentes	 terapêuticos	 (nano-veículos).	 A	 tabela	 I	 evidencia	 alguns	
exemplos	de	trabalhos	científicos	desenvolvidos	com	os	nano-folhas	MoS2	 in	vitro	e	 in	vivo,	bem	
como	as	suas	aplicações	biomédicas.	
	
	
	
MX2 
M= Metal de transição 
X= Calcogenídeo 
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Tabela	I.	Estudos	publicados	de	biocompatibilidade	de	nano-folhas	de	MoS2.	
Referência	 Aplicações	 Funcionalização	 Tamanho	 Tipo	Celular	 Ensaio	e	Condições	 Efeitos	Observados	
Liu	et	al.,	2014b.	Drug	Delivery	
with	PEGylated	MoS2	Nano-
sheets	for	Combined	
Photothermal	and	
Chemotherapy	of	Cancer.	
Terapia	
Fototérmica	
Nano-veículo	
Sem	funcionalização	 Diâmetro:	120	nm;	Espessura:	≈1	nm	
Tumor	cervical	
(HeLa)	
MTT	0,16	mg/mL	24,	
48	e	72	h.	
Produção	de	ROS	
após	24	h.	
24h	­	Viabilidade	celular	
2	e	3	dias	¯Viabilidade	
	(80	e	73%)	
¯Stress	oxidativo	mínimo	
FA	(ácido	fólico)	-PEG	
(Polietilenoglicol)	
Diâmetro:	50	nm;		
Espessura:	≈2	nmn.	
24h	­	Viabilidade	celular	
2	e	3	dias	­Viabilidade	
	(>	90%)	
¯Stress	oxidativo	mínimo	
(baixa	toxicidade)	
	
Nano-veículo	
(terapia	de	
genes)	
Sem	funcionalização	 Diâmetro:	100	nm;	Espessura:	≈1,8	nm	 Tumor	
hepatocelular	
(HepG2);	tumor	
cervical	(HeLa),	e	
células	do	rim	
(293	T)	
MTT	1,5;	12,5;	25;	50;	
10;	200	mg/mL	durante	
24h	
Produção	ROS	12,5;	50;	
100	e	200	mg/mL	
durante	24h.	
­Viabilidade	celular	
¯Produção	de	ROS	
PEG	 Diâmetro:	50	nm	Espessura:	≈2,8	nm	
PEG-PEI	
(Polietilenimina)	
	
Diâmetro:	50-100	nm	
Espessura:	≈	1,8-2,8	
nm	
Yin	et	al.,	2014.	High-Throughput	
Synthesis	of	Single-Layer	MoS2	
Nanosheets	as	a	Near-	
Infrared	Photothermal-Triggered	
Drug	Delivery	for	Effective	
Cancer	Therapy	
Nano-veículo	
Terapia	
Fototérmica	
Sem	funcionalização	 80-90	nm	Espessura:0,8-1	nm	 Tumor	epitelial	
(KB)	e	Tumor	
pancreático		
(Panc	1)	
Viabilidade	celular	3,	6,	
12,	25,	50,	100,	200,	
400	mg/mL	durante	
24h.	
­Viabilidade	celular	
	
CS	(quitosano)	 80	nm	Espessura:4-6	nm	
Liu	et	al.,	2015.	Iron	Oxide	
Decorated	MoS2	Nanosheets	
with	Double	PEGylation	for	
Chelator-Free	Radiolabeling	
and	Multimodal	Imaging	
Guided	Photothermal	Therapy	
Terapia	
Fototérmica	
IO	(óxido	de	ferro)	
50-200	nm	
Cancro	da	mama	
(4T1)	e	
Macrófagos	
	(RAW	264.7)	
MTT	1,5;	3;	6;	12;	25;	
50;	100	e	200	mg/mL		
durante	24	h.	
¯Viabilidade	celular:	MoS2-IO	
e	MoS2-IO-(s)-PEG	
­Viabiliade	celular:	MoS2-IO-
(d)-PEG	
IO-(s)-PEG	
	
IO-(d)-PEG	
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Kou	et	al,	2014.	A	promising	
gene	delivery	system	
developed	from	PEGylated	
MoS2	nanosheets	for	gene	
therapy 
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Referência	 Aplicações	 Funcionalização	 Tamanho	 Tipo	Celular	 Ensaio	e	Condições	 Efeitos	Observados	
Wang	et	al.,	2015.	Biocompatible	
PEGylated	MoS2	nanosheets:	
Controllable	bottom-up	
synthesis	and	highly	efficient	
photothermal	regression	of	
tumor.	
	
Terapia	
Fototérmica	
PEG	 Diâmetro:		
50-300	nm	
Fibrosarcoma	
(L929)	e	cancro	
da	mama	(4T1)	
Viabilidade	celular	
durante	24h	
­Viabilidade	celula	
	 Terapia	
Fototérmica	
Nanocomposto	
	MoS2	/	
Bi2S3-PEG	
Diâmetro:	300	nm	 Fibrosarcoma	
(L929)	
Viabilidade	celular	
0,005;	0,1	e	0,15	
mg/mL	durante	24h	
­Viabilidade	celular	
Huang	et	al.,	2017.	Enhancing	
the	colloidal	stability	and	surface	
functionality	of	molybdenum	
disulfide	(MoS2)	nanosheets	
with	hyperbranched	polyglycerol	
for	photothermal	therapy.	
Terapia	
Fototérmica		
HPG	(poliglicerol	
hiperramificado)	
Espessura:		
2,2-10,5	nm		
Células	do	rim	
(293T)	e	cancro	
da	mama		
(MCF-7)	
MTT	0,5;	0,25;	0,1;	
0,05	mg/mL	durante	
24h	
­Viabilidade	celular		
	
	
6	
Wang	et	al.,	2015.	A	Facile	
One-Pot	Synthesis	of	a	Two-
Dimensional	MoS2	/Bi2S3	
Composite	Theranostic	
Nanosystem	for	Multi-	
Modality	Tumor	Imaging	and	
Therapy.	
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Uma	das	potenciais	 aplicações	deste	nanomaterial,	mencionada	na	 tabela	 I,	 é	 a	 terapia	
fototérmica	(PTT),	utilizada	com	o	objetivo	de	destruir	as	células	cancerígenas.	Esta	nova	terapia	
baseada	 na	 nanotecnologia,	 é	 uma	 modalidade	 terapêutica	 emergente,	 que	 utiliza	 agentes	
fototérmicos	 absorventes	 e	 fontes	 de	 energia	 luminosa	 próxima	 do	 infravermelho	 (NIR),	 para	
gerar	calor.	O	aquecimento	 localizado	(hipertermia),	devido	à	absorção	de	 luz,	 leva	à	destruição	
seletiva	 de	 células	 anormais	 (Bao	 et	 al.,	 2016;	 Yang	 et	 al.,	 2016),	 uma	 vez	 que	 provoca	 a	
desnaturação	 das	 proteínas	 e	 a	 rutura	 da	 membrana	 celular	 (Shibu	 et	 al.,	 2013).	 O	 uso	 de	
irradiação	 NIR	 (faixa	 de	 700-1100	 nm)	 para	 induzir	 hipertermia	 em	 tumores	 é	 particularmente	
fascinante,	 já	 que	 os	 sistemas	 biológicos,	 geralmente,	 possuem	 cromóforos	 que	 não	 absorvem	
nesta	 região.	 Assim,	 as	 lesões	 podem	 ser	 tratadas	 com	 um	 laser	 emissor	 de	 NIR	 na	 "janela	
terapêutica",	destruindo	seletivamente	células	tumorais	nas	quais	os	nanomateriais	absorventes	
de	NIR	são	internalizados	(Hirsch	et	al.,	2003;	Burke	et	al.,	2009).	
Como	estes	nanomateriais	MoS2	2D	possuem	uma	excelente	capacidade	de	absorção	de	
luz	do	infravermelho	(aproximadamente	800	nm)	e	conversão	fototérmica,	baixa	toxicidade	e	fácil	
modificação	da	sua	superfície,	tornam-se	excelentes	candidatos	para	esta	nova	forma	de	terapia,	
atuando	como	agentes	fototérmicos	(Jeong	et	al.,	2016;	Huang	et	al.,	2017).		
Esta	 forma	 de	 tratamento	 tem	 atraído	 grande	 interesse	 dadas	 as	 suas	 vantagens,	
nomeadamente,	a	alta	especificidade	(capacidade	de	penetração	até	alguns	centímetros),	menor	
toxicidade	(Jeong	et	al.,	2016),	baixo	custo,	menos	efeitos	secundários	(Chen	et	al.,	2016),	pouco	
ou	mesmo	não	 invasiva	 e	 recuperação	 rápida	 quando	 comparada	 às	 terapias	 convencionais	 do	
cancro	(Bao	et	al.,	2016).	Para	além	dos	TMDs,	em	particular	das	nano-folhas	MoS2,	muitos	outros	
nanomateriais	estão	envolvidos	na	terapia	fototérmica	(figura	5),	demonstrando	que	esta	é	uma	
técnica	anti-tumoral	sofisticada	e	com	grande	potencial	para	o	futuro	(Yang	et	al.,	2016).		
Para	 além	 desta	 terapia	 inovadora,	 as	 nano-folhas	 de	MoS2	 também	 podem	 funcionar	
como	 nano-veículos	 de	 entrega	 de	 drogas,	 tais	 como,	 doxorubicina	 (DOX),	 7-etil-10-
hydroxycamptothecin	 (SN38),	 e	 um	 agente	 fotodinâmico	 cloro	 e6	 (CE6)	 para,	 por	 exemplo	 o	
tumor	alvo	(Liu	et	al.,	2014;	Saenz	del	Burgo	et	al.,	2014).	Assim,	os	nano-veículos	são	um	grupo	
de	 transportadores	 de	 tamanho	 nano	 concebidos	 para	 administrar	 fármacos	 em	 tecidos	 ou	
órgãos	malignos,	e	desta	forma,	aumentar	a	eficácia	terapêutica	(Jeong	et	al.,	2016).	Por	exemplo,	
Liu	 e	 colaboradores	 funcionalizaram	 nano-folhas	 de	 MoS2	 com	 ácido	 fólico	 (FA)	 e	 PEG	 para	
administrar	medicamentos	de	quimioterapia	na	terapia	do	cancro.	Foi	a	primeira	vez	que	TMDs	
foram	aplicados	como	um	novo	tipo	de	nano-veículos	na	administração	de	drogas	em	combinação	
com	a	terapia	contra	o	cancro	(Yin	et	al.,	2014).	
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Figura	5.	Exemplos	de	nanomateriais	desenvolvidos	para	a	terapia	fototérmica	(adaptado	de	Yang	et	al.,	
2016).	
	
Devido	à	grande	superfície	plana	e	elevada	 relação	superfície/volume	as	nano-folhas	de	
MoS2	podem,	não	só,	servir	como	nano-veículos	de	drogas	(Liu	et	al.,	2014a;	Jeong	et	al.,	2016),	
mas	também	de	genes	e	biomoléculas	para	o	tratamento	do	cancro	e	de	outras	doenças	(Kou	et	
al.,	 2014;	 Kim	 et	 al.,	 2015).	 Para	 além	 destas	 características,	 o	 tamanho,	 a	 estrutura,	 a	
composição,	 a	 facilidade	 de	 alteração	 físico-química	 da	 sua	 superfície	 (funcionalização),	 a	
porosidade	e	o	comportamento	de	agregação,	facilitam	e	melhoram	a	farmacocinética	dos	nano-
veículos	2D	(Wicki	et	al.,	2015;	Jeong	et	al.,	2016).		
Para	 que	 as	 nano-folhas	 de	 MoS2	 sejam	 biocompatíveis	 com	 os	 sistemas	 biológicos	 e	
utilizadas	nestas	aplicações	biomédicas	é	necessária	a	sua	funcionalização.	Tal	como	referido	na	
tabela	I,	existem	vários	estudos	científicos	onde	estas	nano-folhas	são	funcionalizadas	com	vários	
tipos	de	polímeros,	tais	como,	o	polietilenoglicol	(PEG)	(Kou	et	al.,	2014;	Liu	et	al.,	2014b;	Wang	et	
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al.,	 2015),	 polietilenimina	 (PEG-PEI)	 (Kou	 et.,	 2014),	 entre	 outros.	 Todos	 estes	 polímeros	
aumentam	a	biocompatibilidade,	estabilidade	e	hidrofilicidade	das	nano-folhas	MoS2	no	ambiente	
biológico	 (Yin	 et	 al.,	 2014).	 Por	 outro	 lado,	 o	 uso	 de	 biomoléculas	 como	 estabilizadores	 e	
dispersantes	 naturais,	 tem	 atraído	 recentemente	 grande	 atenção,	 dadas	 as	 suas	 vantagens	
relativamente	aos	polímeros,	tais	como,	maior	sustentabilidade	ambiental	associada	ao	processo	
de	produção	e	maior	biocompatibilidade,	entre	outras	(Ayán-Varela	et	al.,	2017).	
No	 caso	 deste	 trabalho,	 as	 biomoléculas	 dispersantes/estabilizantes	 das	 nano-folhas	 de	
MoS2	 são	 mononucleótidos	 de	 RNA,	 nomeadamente,	 o	 monofosfato	 de	 adenosina	 (AMP),	 o	
monofosfato	de	guanosina	(GMP)	e	o	mononucleótido	de	flavina	(FMN)	(figura	6).	
		
	
Figura	6.	Estruturas	químicas	dos	mononucleótidos	utilizados	como	agentes	dispersantes/estabilizadores	
das	nano-folhas	de	MoS2:	(A)	monofosfato	de	adenosina	(AMP),	(B)	monofosfato	de	guanosina	(GMP)	e	(C)	
mononucleótido	de	flavina	(FMN).		
	
O	AMP	e	GMP	são	unidades	essenciais	para	a	construção	dos	ácidos	nucleicos	(Le	et	al.,	
2013).	Estes	nucleótidos	são	moléculas	orgânicas	constituídas	por	uma	base	azotada	heterocíclica,	
um	 açúcar	 de	 cinco	 carbonos	 e	 um	 ou	mais	 grupos	 fosfatos.	 O	 FMN	 (riboflavina-5'-fosfato	 de	
sódio)	é	um	derivado	de	riboflavina	(vitamina	B2).	Este	mononucleótido	é	uma	molécula	anfifílica	
que	consiste	num	anel	orgânico	heteronuclear	 tricíclico	 (isoalcoxazina	dimetilada),	 ligado	a	uma	
fração	com	álcool	fosforilado	(ribitol)	(Ayán-Varela	et	al.,	2017).	O	FMN	está	envolvido	em	vários	
processos	metabólicos,	 já	que	funciona	como	intermediário	numa	vasta	gama	de	reações	redox,	
nomeadamente,	 no	 metabolismo	 oxidativo	 de	 macronutrientes	 e	 na	 cadeia	 transportadora	 de	
eletrões	 durante	 a	 produção	 de	 energia,	 biossíntese,	 desintoxicação	 e	 eliminação	 de	 eletrões	
(Neto	et	al.,	2010;	Le	et	al.,	2013).	
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III. OBJETIVOS	
Este	trabalho	tem	como	principal	objetivo	o	estudo	da	biocompatibilidade	de	nano-folhas	
de	MoS2	 funcionalizadas	 com	o	monofosfato	de	adenosina	 (AMP),	o	monofosfato	de	guanosina	
(GMP)	 e	 o	 mononucleótido	 de	 flavina	 (FMN).	 Estes	 nanomateriais	 foram	 sintetizados	 e	
caracterizados	 pelo	 grupo	 de	 "Materiais	 de	 Carbono	 Nanoestruturados",	 que	 pertence	 ao	
Instituto	Nacional	del	Carbón	(INCAR)-CSIC,	localizado	em	Oviedo,	Espanha.		
Para	atingir	este	objetivo,	 foi	elaborado	um	estudo	comparativo	da	 resposta	 celular,	de	
pré-osteoblastos	 (MC3T3-E1)	e	osteoblastos	do	sarcoma	humano	 (Saos-2)	expostos	a	diferentes	
concentrações	 de	 nano-folhas	 de	 MoS2-AMP,	 MoS2-GMP	 e	 MoS2-FMN.	 Assim,	 foi	 avaliado	 o	
impacto	 da	 exposição	 a	 estes	 nanomateriais	 na	 (1)	 viabilidade	 e	 proliferação	 celular;	 (2)	
internalização	celular;	(3)	produção	de	espécies	reativas	de	oxigénio;	(4)	diferenciação	celular	de	
pré-osteoblastos.	
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IV. MATERIAIS	E	MÉTODOS			
	
1. CULTURA	CELULAR	
1.1. LINHAS	CELULARES	
No	contexto	desta	dissertação	foram	utilizadas	duas	linhas	celulares:	MC3T3-E1	e	Saos-2.		
As	 células	 MC3T3-E1	 são	 células	 provenientes	 de	 uma	 linhagem	 celular	 de	 pré-
osteoblastos	 (osteoblastos	 indiferenciados)	derivada	da	calvária	de	rato.	Estas	células	são	muito	
utilizadas	para	estudos	da	osteogénese	in	vitro	(Addison	et	al.,	2015)	e	possuem	uma	morfologia	
típica	 de	 fibroblastos,	 crescendo	 em	monocamada	 aderente.	 Apresentam	 várias	 características	
fenotípicas,	desde	a	capacidade	de	se	diferenciarem	em	osteoblastos	e	osteócitos,	bem	como	de	
formar	tecido	ósseo	calcificado	in	vitro.	Possuem	ainda	uma	baixa	expressão	de	fosfatase	alcalina	
(ALP)	e	capacidade	de	secretar	colagénio	(Wang	et	al.,	1999).		
As	 células	 Saos-2	 são	 células	 derivadas	 de	 uma	 linha	 celular	 de	 osteossarcoma	 (tumor	
maligno	 humano).	 Estas	 células	 possuem	 uma	 morfologia	 epitelial	 e	 têm	 a	 capacidade	 de	
crescerem	 em	 monocamada	 aderente.	 Este	 tipo	 celular	 caracteriza-se	 pela	 expressão	 de	
colagénio	do	tipo	I	e	III,	bem	como	pela	elevada	expressão	de	fosfatase	alcalina	e	de	marcadores	
osteoblásticos,	 nomeadamente,	 osteocalcina	 (OC),	 sialoproteína	 óssea	 (BSP),	 decorina	 e	
procolagénio-I	(Pautke	et	al.,	2004).		
	
1.2. ESTABELECIMENTO	E	MANUTENÇÃO	DAS	CULTURAS	CELULARES	
As	células	MC3T3-E1	e	Saos-2	cresceram	em	frascos	de	cultura	celular	e	foram	mantidas	
numa	 incubadora	 (Panasonic,	 Japão)	 com	 atmosfera	 húmida	 e	 controlada	 de	 CO2	 a	 5%	 e	 à	
temperatura	 de	 37ºC.	 Ambos	 os	 tipos	 celulares	 foram	 manipulados	 de	 forma	 asséptica	 numa	
câmara	de	fluxo	laminar	(Berner,	bio-safety	II)	e	utilizando	material	estéril	e	descartável.		
As	células	MC3T3-E1	cresceram	em	monocamada	aderente	em	Alpha	Minimum	Essential	
Medium	(!-MEM)	(SIGMA,	EUA)	e	as	Saos-2	cresceram	em	monocamada	aderente	em	Dulbecco's	
Modified	Eagle	Medium	(DMEM)	(SIGMA,	EUA).	Ambos	os	meios	foram	suplementados	com	soro	
fetal	 bovino	 a	 10%	 (v/v)	 (FBS)	 (Gibco,	 EUA);	 L-glutamina	 1	 mM	 (SIGMA,	 EUA),	 penicilina	 e	
estreptomicina	 800	 µg	 mL-1	 (BioWhittaker	 Europe,	 Bélgica).	 As	 células	 foram	 observadas	
diariamente	ao	microscópio	ótico	invertido	(Axio	Vert.	A1,	ZEISS,	EUA)	para	analisar	o	estado	da	
sua	confluência,	morfologia	e	eventuais	contaminações	por	fungos	ou	bactérias.	Quando	os	dois	
tipos	celulares	atingiam	uma	confluência	ótima	(80%),	foram	subcultivados	em	novos	frascos	de	
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cultura.	Para	tal,	as	monocamadas	foram	lavadas	com	uma	solução	salina	tamponada	com	fosfato	
(PBS)	 (SIGMA,	 EUA),	 a	 pH	 7,2	 e	 incubadas	 com	 uma	 solução	 de	 tripsina-EDTA	 (ácido	
etilenodiamino	tetra-acético)	(0,25%	tripsina,	1	mM	EDTA)	(Biochrom,	UK).	Para	inativar	a	tripsina	
adicionou-se	meio	de	 cultura	 suplementado.	As	 células	 foram,	 seguidamente,	 centrifugadas	e	a	
suspensão	celular	foi	utilizada	para	fazer	uma	nova	subcultura	celular.		
Todos	os	ensaios	 incluíram	uma	condição	controlo,	 isto	é,	células	semeadas	na	ausência	
de	nanomaterial.	No	 início	de	 cada	ensaio,	os	nanomaterais	 testados	 (MoS2-AMP,	MoS2-GMP	e	
MoS2-FMN)	foram	homogeneizados	em	banho	de	ultrassons	e	só	depois	incorporados	no	meio	de	
cultura,	nas	concentrações	estudadas.	
	
2. ENSAIOS	BIOLÓGICOS		
2.1. VIABILIDADE	E	PROLIFERAÇÃO	CELULAR	
O	 ensaio	 de	 viabilidade	 e	 proliferação	 celular	 permitiu	 avaliar	 a	 capacidade	 dos	
nanomateriais	 MoS2-AMP,	 MoS2-GMP	 e	 MoS2-FMN,	 inibirem	 ou	 promoverem	 a	 proliferação	
celular	e	o	seu	efeito	na	viabilidade	das	células	MC3T3-E1	e	Saos-2.	
Para	 estudar	 estes	 dois	 parâmetros,	 ambas	 as	 linhas	 celulares	 foram	 semeadas,	 em	
separado,	com	uma	densidade	celular	de	1×105	células	mL-1	em	meio	de	cultura	suplementado	e	
incubadas	 durante	 24h.	 De	 seguida,	 o	meio	 de	 cultura	 foi	 substituído	 por	 um	meio	 de	 cultura	
novo	contendo	os	nanomateriais	com	as	concentrações	finais	de	10-75	µg	mL-1.	A	cultura	celular	
foi	exposta	aos	nanomateriais	durante	24h.	Após	o	período	de	exposição,	a	monocamada	celular	
foi	lavada	com	PBS	para	remover	o	nanomaterial	e	incubada	com	tripsina-EDTA.		
O	método	utilizado	para	a	avaliação	quantitativa	da	viabilidade	e	proliferação	celular	foi	o	
método	 de	 exclusão	 do	 corante	 azul	 de	 tripano.	 Este	 corante	 tem	 a	 capacidade	 de	 corar	
seletivamente	as	células	mortas	ou	as	células	que	tenham	a	membrana	celular	danificada.	Desta	
forma,	 todas	 as	 células	 que	 excluam	 o	 corante	 são	 consideradas	 viáveis	 (Strober,	 2001).	 A	
contagem	das	células	foi	realizada	utilizando	um	hemocitómetro	(câmara	de	Neubauer).	
	
2.2. 	INTERNALIZAÇÃO	CELULAR		
A	 citometria	 de	 fluxo	 é	 um	 método	 analítico	 que	 permite	 fazer	 medições	 das	
características	físicas	ou	químicas	de	células	individuais	numa	corrente	de	fluido	(Chantzoura	and	
Kaji,	2017),	 sendo	um	método	simples	de	avaliar	o	potencial	de	 incorporação	de	nanomateriais	
por	células	de	mamíferos	(Suzuki	et	al.,	2007).	
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Neste	 ensaio,	 a	 internalização	 de	 nano-folhas	 de	 MoS2	 funcionalizadas	 com	 diferentes	
mononucleótidos	 (-AMP,	 -GMP	 e	 -FMN)	 pelas	 células	 MC3T3-E1	 e	 Saos-2	 foi	 avaliada	 por	
citometria	 de	 fluxo	 atarvés	 da	 dispersão	 de	 luz	 (Suzuki	 et	 al.,	 2007;	 Greulich	 et	 al.,	 2011).	 Na	
citometria	 de	 fluxo,	 a	 luz	 que	 dispersa	 num	 ângulo	 de	 dispersão	 de	 90°	 é	 chamada	 luz	 de	
dispersão	 lateral	 (side-scatter)	 (SSC),	 sendo	 que	 a	 intensidade	 do	 SSC	 é	 proporcional	 à	
complexidade	 intracelular.	 Esta	 propriedade	 é	 determinada	 em	 parte	 pelo	 citoplasma	 celular,	
mitocôndria	e	vesículas	pinocíticas	 (Udall	et	al.,	1987).	A	 luz	 laser	que	é	recolhida	em	pequenos	
ângulos	 é	 chamada	 luz	 de	 dispersão	 frontal	 (forward-scatter)	 (FSC),	 sendo	 proporcional	 ao	
tamanho	da	célula.	Os	parâmetros	SSC	e	FSC	foram	medidos	num	citómetro	de	fluxo	Coulter	XL	
(Beckman	 Coulter,	 Hialeah,	 FL-EUA)	 equipado	 com	 um	 laser	 de	 árgon	 (15	 mW,	 488	 nm).	 As	
aquisições	 dos	 dados	 foram	 feitas	 utilizando	 o	 software	 SYSTEM	 II	 v.	 3.0	 (Beckman	 Coulter,	
Hialeah,	FL).	Para	cada	amostra	foram	analisadas	entre	5000-20000	células	com	um	fluxo	de	1000	
células/s.	
As	células	MC3T3-E1	e	Saos-2	foram	semeadas	em	separado	com	uma	densidade	celular	
de	1×105	células	mL-1	em	meio	de	cultura	suplementado	e	incubadas	durante	24h.	De	seguida,	o	
meio	de	cultura	foi	substituído	por	um	novo	meio	contendo	os	nanomateriais	nas	concentrações	
finais	de	10	e	50	µg	mL-1	e	as	células	 incubadas	durante	4h	e	24h.	Após	o	período	de	exposição	
aos	nanomateriais,	a	monocamada	celular	 foi	 lavada	com	PBS,	 incubada	com	tripsina-EDTA	e	as	
células	ressuspensas	em	meio	de	cultura	suplementado,	para	posterior	análise	por	citometria	de	
fluxo.		
Neste	trabalho	a	nomenclatura	adoptada	para	os	nanomateriais	às	diferentes	concentrações	
testadas	 foi:	 "AMP	10"	e	 "AMP	50"	para	o	MoS2-AMP	com	a	 concentração	de	10	e	50	µg	mL-1,	
respetivamente;	"GMP	10"	e	"GMP	50"	para	o	MoS2-GMP	com	a	concentração	de	10	e	50	µg	mL-1,	
respetivamente	e	"FMN	10"	e	"FMN	50"	para	o	MoS2-FMN	com	a	concentração	de	10	e	50	µg	mL-
1,	respetivamente.	O	controlo	é	designado	por	Ctrl.	
	
2.3. ESPÉCIES	REATIVAS	DE	OXIGÉNIO	
Para	 avaliar	 a	 capacidade	de	 indução	de	 espécies	 reativas	 de	 oxigénio	 (ROS),	 as	 células	
MC3T3-E1	e	Saos-2	foram	semeados	em	separado	com	uma	densidade	celular	1×105	células	mL-1	
em	meio	de	 cultura	 suplementado	e	 incubadas	durante	 24h.	De	 seguida,	 o	meio	de	 cultura	 foi	
substituído	por	um	novo	meio	contendo	os	nanomateriais	nas	concentrações	finais	de	10	e	50	µg	
mL-1	 e	 as	 células	 incubadas	 durante	 24h.	 Após	 o	 período	 de	 exposição	 aos	 nanomateriais,	 a	
monocamada	foi	lavada	PBS	e	adicionou-se	meio	de	cultura	incompleto	(sem	FBS),	bem	como	10	
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µM	 da	 sonda	 diacetato	 de	 2’-7’-diclorodihidrofluoresceína	 (DCF-H2-DA)	 (Sigma-Aldrich®).	 De	
seguida,	 a	 cultura	 celular	 foi	 incubada	 durante	 45	 min	 a	 37ºC.	 A	 sonda	 DCF-H2-DA	 não	 é	
fluorescente,	mas	na	presença	de	ROS	é	oxidada	e	emite	fluorescência	de	cor	verde	que	pode	ser	
detetada	a	525	nm	quando	excitada	com	comprimentos	de	onda	de	emissão	de	488	nm	(Halliwell	
and	Whiteman,	 2004).	Decorrido	o	 tempo	de	 incubação,	 as	 células	 voltaram	a	 ser	 lavadas	 com	
PBS,	incubadas	com	tripsina-EDTA	e	ressuspensas	em	novo	meio	de	cultura	suplementado	a	4ºC	
(meio	 de	 cultura	 com	 2%	 de	 FBS).	 As	 espécies	 reativas	 de	 oxigénio	 foram	 analisadas	 por	
citometria	 de	 fluxo	 (FCM)	 num	 Citómetro	 Coulter	 XL	 (Beckman	 Coulter,	 Hialeah,	 FL-EUA)	
equipado	com	um	laser	de	árgon	(15	mW,	488	nm).	As	aquisições	dos	dados	foram	feitas	usando	
o	software	SYSTEM	II	v.	3.0	(Beckman	Coulter,	Hialeah,	FL).	
	
2.4. DIFERENCIAÇÃO	DAS	CÉLULAS	MC3T3-E1		
	 As	células	MC3T3-E1	foram	semeadas	com	a	densidade	celular	de	50×103	células	em	2	mL	
de	meio	 de	 cultura	α-MEM	 suplementado	 com	 FBS,	 L-glutamina,	 penicilina,	 estreptomicina	 (tal	
como	descrito	anteriormente	na	secção	1.2.),	bem	como	ácido	ascórbico	 (AA)	e	glicerofosfato	e	
incubadas	durante	24h.	O	ácido	ascórbico	é	extremamente	 importante	para	a	diferenciação	dos	
osteoblastos	 in	vitro	e	 in	vivo,	visto	que	é	um	cofator	para	a	síntese	de	colagénio,	permitindo	a	
formação	da	matriz	de	colagénio	que	é	necessária	para	a	indução	de	marcadores	de	diferenciação	
[fosfatase	 alcalina	 (ALP),	 recetor	 da	 hormona	 paratiróide	 (PTH)	 /	 proteína	 da	 hormona	
paratireoideia	 (PTHrP),	 gene	 da	 osteocalcina	 (OCN)	 e	 sialoproteína	 óssea	 (BSP)]	 (Wang	 et	 al.,	
1999).	Decorrido	o	tempo	de	incubação	(24h),	o	meio	de	cultura	foi	substituído	por	um	novo	meio	
suplementado,	contendo	os	nanomateriais	em	estudo	com	a	concentração	final	de	50	µg	mL-1	e	as	
células	incubadas	durante	24h.	No	dia	seguinte,	foi	necessário	lavar	a	monocamada	com	PBS	para	
remover	 o	 nanomaterial	 não	 incorporado	 pelas	 células.	 As	 células	 foram	 observadas	 ao	
microscópio	ótico	invertido	(ECLIPSE	TS	100,	NIKON;	DIGITAL	SIGHT	DS-2Mv)	diariamente	durante	
10	dias	e	a	cada	dois	dias	o	seu	meio	de	cultura	foi	substituído.		
	
2.4.1. Ensaio	ALP		
	 A	atividade	de	ALP	foi	medida	usando	o	método	de	Reddi	e	Huggins	com	base	na	hidrólise	
de	p-nitrofenil	fosfato	(pNPP)	em	p-nitrofenol	(Reddi	and	Huggins,	1972).	Assim,	as	células	foram	
lavadas	com	PBS	e	submetidas	a	3	ciclos	de	congelação	e	descongelação	para	que	fossem	lisadas	
antes	da	reação	enzimática.	Após	este	processo	adicionou-se	a	cada	poço	uma	solução	de	pNPP	
10	mM	e	incubou-se	durante	30	min.	Seguidamente,	adicionou-se	NaOH	2	M	para	parar	a	reação	
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enzimática	e	procedeu-se	à	leitura	das	absorvâncias	num	espectrofotómetro	a	405	nm	(GENESYS	
20,	 EUA).	 A	 atividade	 de	 ALP	 foi	 normalizada	 em	 função	 da	 proteína	 total,	 sendo	 esta	 última	
determinada	 pelo	 método	 de	 Bradford	 usando	 albumina	 de	 soro	 bovino	 como	 padrão.	 Deste	
modo,	 a	 proteína	 total	 pode	 ser	 quantificada	 medindo	 a	 sua	 absorvância	 a	 595	 nm	 por	
espectrofotometria	(Kruger,	1994).	
	
3. ANÁLISE	ESTATÍSTICA		
Os	dados	apresentados	foram	expressos	como	a	média	±	desvio	padrão	(SD)	das	experiências	
realizadas	em	triplicado.	A	análise	estatística	foi	realizada	utilizando	o	software	Statistical	Package	
for	 the	Social	Sciences	 (SPSS,	version	19).	As	comparações	estatísticas	entre	grupos	 foram	feitas	
pela	 análise	 de	 variância	 (ANOVA),	 seguida	 do	 teste	 Scheffé.	 Foram	 consideradas	 diferenças	
estatísticas	significativas	para	valores	de	p	<	0,05.	
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V. RESULTADOS	E	DISCUSSÃO	
 
As	 nano-folhas	 de	 MoS2	 foram	 previamente	 sintetizadas	 pelo	 grupo	 "Materiais	 de	
Carbono	Nanoestruturados"	de	Oviedo,	através	da	esfoliação	e	estabilização	coloidal	do	MoS2	em	
meio	aquoso,	com	o	auxílio	de	diferentes	nucleótidos	(AMP,	GMP,	FMN),	que	funcionaram	como	
agentes	 dispersantes.	 Os	 nanomateriais	 MoS2-AMP,	 -GMP	 e	 -FMN	 foram	 caracterizados	 por	
espectroscopia	de	absorção	de	UV-Vis	 (coeficiente	de	extinção),	 espectroscopia	de	 fotoeletrões	
de	 raio	 X	 (XPS),	 espectroscopia	 Raman	 e	microscopia	 eletrónica	 de	 transmissão	 de	 varrimento	
(STEM).	 A	 espessura	 média	 e	 o	 tamanho	 lateral	 das	 nano-folhas	 de	 MoS2	 estabilizadas	 com	
mononucleótidos	(-AMP,	-GMP	e	-FMN)	foram	estimados	em	9	a	10	monocamadas	e	250-300	nm,	
respetivamente	(Ayán-Varela	et	al.,	2017).	
 
1. VIABILIDADE	E	PROLIFERAÇÃO	CELULAR			
Os	primeiros	parâmetros	biológicos	a	serem	testados	neste	trabalho	foram	a	viabilidade	e	
proliferação	 celular.	 Tal	 como	 descrito	 em	 Materiais	 e	 Métodos	 foram	 testadas	 diferentes	
concentrações	 (10-75	µg	mL-1)	 de	 nanomateriais	 de	MoS2	 (-AMP,	 -GMP	 e	 -FMN)	 em	 dois	 tipos	
celulares:	 MC3T3-E1	 e	 Saos-2.	 Os	 resultados	 foram	 obtidos	 após	 24h	 de	 exposição	 aos	
nanomateriais.		
A	 viabilidade	 celular	 é	 um	 parâmetro	 importante,	 pois	 permite-os	 avaliar	 a	
biocompatibilidade	dos	nanomateriais	 refletindo	a	 integridade	da	membrana	 celular.	A	 figura	7	
mostra	 a	 viabilidade	 das	 células	MC3T3-E1	 (figura	 7A)	 e	 das	 células	 Saos-2	 (figura	 7B)	 quando	
expostas	 a	 concentrações	 de	 10-75	 µg	 mL-1	 de	 nanomateriais	 de	 MoS2	 (-AMP,	 -GMP	 e	 -FMN)	
durante	 um	 período	 de	 incubação	 de	 24h.	 Os	 resultados	mostraram	 que	 as	 células	MC3T3-E1	
(figura	7A)	quando	expostas	às	diferentes	 concentrações	 testadas	de	MoS2-AMP,	 -GMP	e	 -FMN	
apresentam	uma	viabilidade	celular	alta	 (≥	90%).	De	forma	similar,	as	células	Saos-2	(figura	7B)	
quando	 expostas	 às	 diferentes	 concentrações	 testadas	 dos	 três	 nanomateriais	 também	
apresentaram	uma	viabilidade	celular	elevada	(≥	95%).	
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Figura	7.	Viabilidade	das	células	MC3T3-E1	e	Saos-2.		
Viabilidade	celular	de	pré-osteoblastos	de	MC3T3-E1	(A)	e	de	osteoblastos	do	sarcoma	humano	Saos-2	(B),	
expostos	durante	24h	a	diferentes	concentrações	(10-75	μg	mL-1)	de	nano-folhas	de	MoS2	estabilizadas	com	
AMP,	 GMP	 e	 FMN,	 expressa	 em	 percentagem	 de	 células	 controlo	 (ausência	 de	 nanomateriais),	
considerando	o	controlo	100%.	Os	resultados	estão	expressos	como	média	±	SD.		
	
Outro	 parâmetro	 biológico	 importante	 para	 testar	 a	 biocompatibilidade	 de	 qualquer	
nanomaterial	 é	 a	 proliferação	 celular.	 Este	 parâmetro	 reflete	 a	 capacidade	 de	 crescimento	 das	
células	 na	 presença	 dos	 nanomateriais.	 A	 figura	 8	mostra	 a	 proliferação	 das	 células	MC3T3-E1	
(figura	8A)	e	das	células	Saos-2	(figura	8B)	quando	expostas	a	concentrações	de	10-75	µg	mL-1	de	
nanomateriais	de	MoS2	(-AMP,	-GMP	e	-FMN)	durante	um	período	de	incubação	de	24h.	
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Figura	8.	Proliferação	das	células	MC3T3-E1	e	Saos-2.		
Proliferação	celular	de	pré-osteoblastos	de	MC3T3-E1	(A)	e	de	osteoblastos	do	sarcoma	humano	Saos-2	(B),	
expostos	durante	24h	a	diferentes	concentrações	(10-75	μg	mL-1)	de	nano-folhas	de	MoS2	estabilizadas	com	
AMP,	 GMP	 e	 FMN,	 expressa	 em	 percentagem	 de	 células	 controlo	 (ausência	 de	 nanomateriais),	
considerando	o	controlo	100%.	Os	resultados	estão	expressos	como	média	±	SD.		As	diferenças	estatísticas	
entre	 as	 diferentes	 concentrações	 de	 nanomateriais	 e	 o	 controlo	 são	 indicadas	 pelo	 uso	 do	 símbolo	
*p<0,05.	
 
Quando	as	células	MC3T3-E1	foram	expostas	a	MoS2-AMP	(figura	8A)	observou-se	que	as	
concentrações	 de	 10	 e	 20	 µg	 mL-1	 apresentam	 uma	 capacidade	 proliferativa	 similar	 às	 células	
controlo.	 Já	 para	 as	 concentrações	 de	 30-75	µg	mL-1,	 verificou-se	 um	 aumento	 significativo	 da	
proliferação	 das	 células	 MC3T3-E1,	 sendo	 de	 60%,	 75%,	 85%	 e	 90%,	 respetivamente,	 quando	
comparada	 com	a	proliferação	das	 células	 controlo.	 Portanto,	 o	 aumento	da	proliferação	deste	
tipo	 celular	 é	 dependente	 da	 concentração	 de	MoS2-AMP.	 O	 comportamento	 proliferativo	 das	
células	 MC3T3-E1	 na	 presença	 de	 MoS2-GMP	 e	 MoS2-FMN	 é	 completamente	 diferente	 do	
nanomaterial	 anteriormente	 referido,	 já	 que	 não	 existem	 diferenças	 significativas,	 pelo	 que	 a	
capacidade	proliferativa	das	células	MC3T3-E1	na	presença	de	várias	concentrações	de	MoS2-GMP	
e	MoS2-FMN,	24h	após	a	sua	exposição,	é	igual	às	células	controlo.		
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A	 figura	 8B	 apresenta	 o	 comportamento	 proliferativo	 das	 células	 Saos-2	 expostas	 a	
diferentes	 concentrações	 (10-75	 μg	mL-1)	 de	MoS2	 (-AMP,	 -GMP	 e	 -FMN),	 após	 um	 período	 de	
exposição	de	24h,	sendo	este	similar	ao	das	células	controlo.		
Ao	compararmos	os	dois	tipos	celulares,	pré-osteoblastos	MC3T3-E1	e	osteoblastos	Saos-
2,	 podemos	 constatar	 que	 ambos	 exibem	 ótima	 biocompatibilidade,	 apesar	 de	 serem	 tipos	
celulares	 diferentes.	 Muitos	 outros	 estudos	 demonstraram	 que	 vários	 tipos	 celulares	 [células	
tumorais	 cervicais	 (Liu	 et	 al.,	 2014b),	 hepatócitos	 (Kou	 et	 al.,	 2014),	 fibroblastos	 (Wang	 et	 al.,	
2015)	e	células	tumorais	do	pâncreas	(Yin	et	al.,	2014)]	expostos	a	diferentes	concentrações	(0,2;	
0,16;	0,5;	0,1;	0,05	mg	mL-1)	de	nano-folhas	de	MoS2	com	diversas	funcionalizações	(-PEG,	-PEG-
PEI,	 -CS,	 -HPG)	 e	 com	 o	 tamanho	 semelhante	 (100-200	 nm)	 apresentam	 sempre	
biocompatibilidades	óptimas,	após	24h	de	exposição	(Liu	et	al.,	2014b;	Wang	et	al.,	2015;	Yin	et	
al.,	 2014;	Huang	et	 al.,	2017).	 Assim,	 tal	 como	 em	muitos	 outros	 trabalhos	 com	nanomateriais	
funcionalizados,	 no	 nosso	 estudo,	 é	 a	 funcionalização	 de	 MoS2	 com	 mononucleótidos,	 que	
determina	a	sua	biocompatibilidade	(Kou	et	al.,	2014).		
 
2. INTERNALIZAÇÃO	CELULAR		
Após	os	resultados	da	viabilidade	e	proliferação	celular,	o	terceiro	parâmetro	biológico	a	
ser	analisado	foi	a	 internalização	dos	nanomateriais	 (MoS2-AMP,	MoS2-GMP	e	MoS2-FMN)	pelos	
dois	 tipos	 celulares	 MC3T3-E1	 e	 Saos-2.	 Este	 estudo	 foi	 realizado	 utilizando	 a	 técnica	 de	
citometria	de	fluxo	através	da	avaliação	da	complexidade	interna	(SSC)	e	do	tamanho	relativo	da	
célula	 (FSC).	 Estes	 parâmetros	 intrínsecos	 permitem	 comprovar	 a	 internalização	 de	 qualquer	
nanomaterial	pelas	células	(Suzuki	et	al.,	2007).	As	concentrações	escolhidas	foram	10	e	50	μg	mL-
1,	visto	que	10	μg	mL-1	é	a	concentração	mais	baixa	testada	e	50	μg	mL-1	a	concentração	em	que	se	
observaram	 efeitos	 máximos	 na	 proliferação	 das	 células	 em	 estudo.	 Para	 além	 de	 duas	
concentrações,	também	foram	testados	dois	tempos	de	exposição	aos	nanomateriais	em	estudo	
(4h	e	24h).	Estes	 tempos	 foram	escolhidos	por	 serem	os	 tempos	necessários	à	 incorporação	de	
nanomateriais	(Vila	et	al.,	2012).	
A	 figura	 9	 representa	 a	 internalização	 celular	 de	 MoS2-AMP	 pelos	 pré-osteoblastos	
MC3T3-E1.	 Os	 resultados	 apresentados	 na	 figura	 9A	 mostram	 um	 exemplo	 representativo	 da	
dispersão	do	tamanho	(FSC)	de	três	populações	celulares,	em	função	da	sua	complexidade	interna	
(SSC).	A	população	a	preto	representa	as	células	controlo	(sem	o	nanomaterial),	a	azul	representa	
as	células	MC3T3-E1	expostas	durante	24h	a	10	μg	mL-1	de	MoS2-AMP	e	a	população	a	vermelho	
representa	 as	 células	 MC3T3-E1	 expostas	 durante	 4h	 a	 50	 μg	 mL-1	 de	 MoS2-AMP.	 A	 figura	 9B	
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mostra	 a	 média	 da	 complexidade	 interna	 das	 células	 (SSC)	 MC3T3-E1	 expostas	 a	 diferentes	
concentrações	de	MoS2-AMP	(10	e	50	μg	mL-1)	após	4h	e	24h	de	exposição.	
	
	
Figura	9.	Internalização	celular	de	MoS2-AMP	pelas	células	MC3T3-E1.		
A)	Diagrama	 de	 dispersão	 representativo	 do	 Forward-scattered	 light	 (FSC,	 tamanho	 celular)	 versus	 Side-
scattered	 light	 (SSC,	 complexidade	 celular	 interna)	 de	 pré-osteoblastos	MC3T3-E1	 expostos	 a	MoS2-AMP	
com	10	μg	mL-1	durante	24h	(azul)	e	a	50	μg	mL-1	durante	4h	(vermelho).	As	células	controlo	(ausência	de	
material)	são	mantidas	em	cultura	durante	24h	(preto).	B)	O	gráfico	de	barras	apresenta	o	SSC	expresso	em	
média	 ±	 SD,	 para	 as	 condições	 de	 cultura	 testadas.	 As	 diferenças	 estatísticas	 entre	 as	 diferentes	
concentrações	 de	 nanomateriais	 e	 o	 controlo	 são	 indicadas	 pelo	 uso	 do	 símbolo	 *p<0,05;	 **p<0,01.	 As	
diferenças	estatísticas	entre	as	duas	concentrações	de	MoS2-AMP,	com	o	mesmo	tempo	de	exposição,	são	
indicadas	pelo	uso	do	símbolo	##p<0,01.	
 
Os	 pré-osteoblastos	 quando	 expostos	 durante	 4h	 e	 24h	 a	 10	 μg	 mL-1	 de	 MoS2-AMP	
apresentaram	 um	 aumento	 da	 complexidade	 celular	 interna	 (SSC)	 em	 comparação	 com	 o	
controlo.	 Além	 disso,	 quando	 expostos	 durante	 4h	 a	 50	 μg	mL-1	 de	MoS2-AMP	 aumenta	 a	 sua	
complexidade	 interna	 e	 o	 seu	 tamanho	 (figura	 9A).	 Os	 resultados	 apresentados	 na	 figura	 9B	
mostram	 que	 o	 nanomaterial	 MoS2-AMP	 foi	 internalizado	 pelas	 células	 MC3T3-E1	 após	 a	
exposição	a	10	e	50	μg	mL-1	de	nanomaterial	durante	4h	e	24h.	A	exposição	das	células	durante	
4h	e	24h,	à	concentração	de	10	µg	mL-1	de	nanomaterial	induziu	um	aumento	significativo	de	SSC	
(88%	e	95%,	respetivamente)	em	comparação	com	as	células	controlo	(tracejado	preto).	De	igual	
forma,	também	se	constatou	um	aumento	significativo	(mais	do	triplo)	do	parâmetro	SSC,	após	4h	
e	24h	de	exposição	a	50	µg	mL-1	de	MoS2-AMP,	comparando	com	as	células	controlo	 (tracejado	
preto).	 Neste	 estudo,	 a	 internalização	 de	MoS2-AMP	 pelas	 células	MC3T3-E1	 expostas	 às	 duas	
concentrações	em	estudo	(10	e	50	μg	mL-1)	é	máxima	quando	expostas	durante	4h,	não	havendo	
um	 aumento	 da	 incorporação	 quando	 se	 aumenta	 o	 tempo	 de	 exposição	 para	 as	 24h.	 Ao	
comparar	 as	 duas	 concentrações	 de	 MoS2-AMP	 (10	 e	 50	 μg	 mL-1),	 com	 o	 mesmo	 tempo	 de	
exposição	(4h),	verifica-se	um	aumento	significativo	no	parâmetro	SSC	de	cerca	de	62%.	De	igual	
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forma,	 também	se	observa	um	aumento	no	parâmetro	SSC	 (45%)	quando	comparamos	as	duas	
concentrações	com	o	tempo	de	exposição	de	24h.	
A	 figura	 10	 representa	 a	 internalização	 celular	 de	 MoS2-GMP	 pelos	 pré-osteoblastos	
MC3T3-E1.	 Os	 resultados	 apresentados	 na	 figura	 10A	mostram	 um	 exemplo	 representativo	 da	
dispersão	do	tamanho	(FSC)	de	três	populações	celulares,	em	função	da	sua	complexidade	interna	
(SSC).	A	população	a	preto	representa	as	células	controlo	(sem	o	nanomaterial),	a	azul	representa	
as	células	MC3T3-E1	expostas	durante	24h	a	10	μg	mL-1	de	MoS2-GMP	e	a	população	a	vermelho	
representa	as	células	MC3T3-E1	expostas	durante	4h	a	50	μg	mL-1	MoS2-GMP.	A	figura	10B	mostra	
a	média	da	complexidade	interna	das	células	(SSC)	MC3T3-E1	expostas	a	diferentes	concentrações	
de	MoS2-GMP	(10	e	50	μg	mL-1)	após	4h	e	24h	de	exposição.	
	
	
Figura	10.	Internalização	celular	de	MoS2-GMP	pelas	células	MC3T3-E1.		
A)	Diagrama	 de	 dispersão	 representativo	 do	 Forward-scattered	 light	 (FSC,	 tamanho	 celular)	 versus	 Side-
scattered	light	(SSC,	complexidade	celular	interna)	de	pré-osteoblastos	de	MC3T3-E1	expostos	a	MoS2-GMP	
com	 10	 μg	 mL-1	 durante	 24h	 (azul)	 e	 com	 50	 μg	 mL-1	 durante	 4h	 (vermelho).	 O	 controlo	 (ausência	 de	
material)	é	mantido	em	cultura	durante	24h	(preto).	B)	O	gráfico	de	barras	apresenta	o	SSC	expresso	em	
média	 ±	 SD,	 para	 as	 condições	 de	 cultura	 testadas.	 As	 diferenças	 estatísticas	 entre	 as	 diferentes	
concentrações	de	nanomateriais	e	o	controlo	são	indicadas	pelo	uso	do	símbolo	**p<0,01;	***p<0,005.	As	
diferenças	estatísticas	entre	as	duas	concentrações	de	MoS2-GMP,	com	o	mesmo	tempo	de	exposição,	são	
indicadas	pelo	uso	do	símbolo	#p<0,05.	
 
	A	figura	10A	mostra	que	os	pré-osteoblastos	quando	expostos	durante	24h	a	10	µg	mL-1	
de	MoS2-GMP	apresentaram	um	aumento	da	complexidade	celular	interna	(SSC)	em	comparação	
com	o	controlo.	Além	disso,	quando	expostos	durante	4h	a	50	μg	mL-1	de	MoS2-GMP	aumenta	a	
sua	complexidade	interna	(figura	10A).	Os	resultados	apresentados	na	figura	10B	mostram	que	o	
nanomaterial	MoS2-GMP	foi	 internalizado	pelas	células	MC3T3-E1	nos	dois	tempos	de	exposição	
(4h	e	24h)	e	nas	concentrações	(10	e	50	μg	mL-1)	de	nanomaterial	testadas.	As	células	expostas	à	
concentração	 a	 10	 μg	 mL-1	 de	 nanomaterial	 durante	 4h	 e	 24h	 provocaram	 um	 aumento	
significativo	de	SSC	(73%	e	66%,	respetivamente)	em	comparação	com	o	controlo.	De	igual	forma,	
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também	 se	 constatou	 um	 aumento	 significativo	 (mais	 do	 dobro)	 do	 parâmetro	 SSC,	 após	 a	
exposição	durante	4h	e	24h,	à	concentração	de	50	μg	mL-1,	comparando	com	as	células	controlo.	
Tal	como	acontece	com	o	MoS2-AMP,	verificamos	que	a	internalização	de	MoS2-GMP	pelas	células	
MC3T3-E1	expostas	às	duas	concentrações	testadas	é	máxima	quando	expostas	durante	4h,	não	
se	verificando	aumento	da	internalização	quando	se	aumenta	o	tempo	de	exposição	para	as	24h.	
Ao	 comparar	 as	 duas	 concentrações	 de	MoS2-GMP	 (10	 e	 50	 μg	mL-1)	 com	 o	mesmo	 tempo	 de	
exposição	 (4h)	 verificou-se	 um	 aumento	 significativo	 no	 parâmetro	 SSC	 de	 cerca	 de	 19%.	 O	
mesmo	também	foi	observado,	quando	comparamos	as	duas	concentrações	de	nanomaterial	com	
o	tempo	de	exposição	de	24h,	sendo	o	aumento	significativo	no	parâmetro	SSC	de	23%.	
A	 figura	 11	 representa	 a	 internalização	 celular	 de	 MoS2-FMN	 pelos	 pré-osteoblastos	
MC3T3-E1.	 Os	 resultados	 apresentados	 na	 figura	 11A	mostram	 um	 exemplo	 representativo	 da	
dispersão	do	tamanho	(FSC)	de	três	populações	celulares,	em	função	da	sua	complexidade	interna	
(SSC).	A	população	a	preto	representa	as	células	controlo	(sem	o	nanomaterial),	a	azul	representa	
as	células	MC3T3-E1	expostas	durante	24h	a	10	μg	mL-1	de	MoS2-FMN	e	a	população	a	vermelho	
representa	 as	 células	MC3T3-E1	 expostas	 durante	 4h	 a	 50	 μg	mL-1	 de	MoS2-FMN.	 A	 figura	 11B	
mostra	 a	 média	 da	 complexidade	 interna	 das	 células	 (SSC)	 MC3T3-E1	 expostas	 a	 diferentes	
concentrações	de	MoS2-FMN	(10	e	50	μg	mL-1)	após	4h	e	24h	de	exposição.	
	
	
Figura	11.	Internalização	celular	de	MoS2-FMN	pelas	células	MC3T3-E1.		
A)	Diagrama	 de	 dispersão	 representativo	 do	 Forward-scattered	 light	 (FSC,	 tamanho	 celular)	 versus	 Side-
scattered	light	(SSC,	complexidade	celular	interna)	de	pré-osteoblastos	de	MC3T3-E1	expostos	a	MoS2-FMN	
com	10	μg	mL-1	durante	24h	(azul)	e	com	50	μg	mL-1	durante	4h	(vermelho).	As	células	controlo	(ausência	de	
material)	são	mantidas	em	cultura	durante	24h	(preto).	B)	O	gráfico	de	barras	apresenta	o	SSC	expresso	em	
média	 ±	 SD,	 para	 as	 condições	 de	 cultura	 testadas.	 As	 diferenças	 estatísticas	 entre	 as	 diferentes	
concentrações	de	nanomateriais	e	o	controlo	são	indicadas	pelo	uso	do	símbolo	***p<0,005.	As	diferenças	
estatísticas	entre	as	duas	concentrações	de	MoS2-FMN,	com	o	mesmo	tempo	de	exposição,	são	 indicadas	
pelo	uso	do	símbolo	##p<0,01.	
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A	figura	11A	mostra	que	os	pré-osteoblastos	quando	expostos	durante	24h	a	10	μg	mL-1	
de	MoS2-FMN	apresentaram	um	aumento	da	complexidade	celular	interna	(SSC)	em	comparação	
com	o	controlo.	Além	disso,	quando	expostos	durante	4h	a	50	μg	mL-1	de	MoS2-FMN	aumenta	a	
sua	complexidade	interna	e	o	seu	tamanho	(figura	11A).	Os	resultados	apresentados	na	figura	11B	
mostram	 que	 o	 nanomaterial	 MoS2-FMN	 foi	 internalizado	 pelas	 células	 nos	 dois	 tempos	 de	
exposição	 (4h	 e	 24h)	 e	 nas	 duas	 concentrações	 (10	 e	 50	 μg	 mL-1)	 de	 nanomaterial	 testadas.	
Quando	 as	 células	 MC3T3-E1	 foram	 expostas	 a	 MoS2-FMN	 (10	 μg	 mL-1)	 durante	 4h	 e	 24h,	
observou-se	um	aumento	significativo	de	SSC	(71%	e	84%,	respetivamente)	em	comparação	com	
as	 células	 controlo.	 De	 igual	 forma,	 também	 se	 constatou	 um	 aumento	 significativo	 (mais	 do	
dobro)	 do	 parâmetro	 SSC,	 após	 a	 exposição	 a	 4h	 e	 24h,	 à	 concentração	 de	 50	 μg	 mL-1.	 Ao	
comparar	 as	 duas	 concentrações	 de	 MoS2-FMN	 (10	 e	 50	 μg	 mL-1)	 para	 o	 mesmo	 tempo	 de	
exposição	 (4h)	 observou-se	 um	 aumento	 significativo	 no	 parâmetro	 SSC	 de	 cerca	 de	 57%.	 Da	
mesma	 forma,	 também	se	verificou	um	aumento	 significativo	no	parâmetro	SSC	 (42%),	quando	
comparamos	 as	 duas	 concentrações	 para	 o	 tempo	 de	 exposição	 de	 24h.	 Neste	 estudo,	 a	
internalização	de	MoS2-FMN	pelas	células	MC3T3-E1	expostas	às	duas	concentrações	testadas	é	
máxima	após	4h	de	exposição,	não	havendo	um	aumento	da	incorporação	quando	se	aumenta	o	
tempo	de	exposição	para	as	24h.	
Podemos	 concluir	 que,	 efetivamente,	 houve	 internalização	 de	MoS2-AMP,	MoS2-GMP	 e	
MoS2-FMN	pelas	células	MC3T3-E1,	sendo	que	para	a	maior	concentração	estudada	(50	μg	mL-1)	
houve	maior	internalização	quando	comparada	com	as	células	MC3T3-E1	expostas	a	10	μg	mL-1	do	
respetivo	 nanomaterial.	 Assim,	 a	 quantidade	 de	 nanomaterial	 internalizado	 parece	 ser	
dependente	da	concentração	a	que	as	células	foram	expostas	e	não	do	tempo	de	internalização,	
já	que	a	máxima	incorporação	ocorre	após	4h	de	exposição.		
A	 figura	12	 representa	a	 internalização	 celular	de	MoS2-AMP	pelos	osteoblastos	 Saos-2,	
mostrando	 um	 exemplo	 representativo	 da	 complexidade	 interna	 (SSC)	 de	 três	 populações	
celulares.	A	figura	12A	representa	os	perfis	das	células	controlo	(sem	o	nanomaterial)	(preto),	das	
células	Saos-2	expostas	durante	4h	a	10	µg	mL-1	(azul)	e	expostas	durante	24h	a	10	μg	mL-1	MoS2-
AMP	 (vermelho).	 O	 gráfico	 incluso	 mostra	 a	 média	 da	 complexidade	 interna	 das	 células	 (SSC)	
Saos-2	expostas	a	MoS2-AMP	(10	μg	mL-1)	após	4h	e	24h	de	exposição.	A	figura	12B	representa	os	
perfis	das	células	controlo	(sem	o	nanomaterial)	(preto),	das	células	Saos-2	expostas	a	50	μg	mL-1	
MoS2-AMP	durante	4h	(azul)	e	24h	(vermelho).	O	gráfico	incluso	mostra	a	média	da	complexidade	
interna	das	células	(SSC)	Saos-2	expostas	a	MoS2-AMP	(50	μg	mL-1)	após	4h	e	24h	de	exposição.	
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Figura	12.	Internalização	celular	do	MoS2-AMP	pelas	células	Saos-2.		
A)	Perfil	 representativo	da	complexidade	celular	 (SSC)	versus	número	de	células	Saos-2	expostas	a	MoS2-
AMP	10	μg	mL-1	durante	4h	(azul)	e	24h	(vermelho).	O	gráfico	de	barras	incluso	apresenta	a	média	de	SSC,	
expresso	em	média	±	SD	de	osteoblastos	do	sarcoma	humano	Saos-2	nas	condições	referidas.	Na	condição	
controlo	(preto)	as	células	são	cultivadas	na	ausência	de	material.	B)	Perfil	representativo	da	complexidade	
celular	 (SSC)	 versus	 número	 de	 células	 Saos-2	 expostas	 a	MoS2-AMP	50	 μg	mL-1	 durante	 4h	 (azul)	 e	 24h	
(vermelho).	O	gráfico	de	barras	incluso	apresenta	a	média	de	SSC,	expresso	em	média	±	SD	de	osteoblastos	
Saos-2	 nas	 condições	 referidas.	 Na	 condição	 controlo	 (preto)	 as	 células	 são	 cultivadas	 na	 ausência	 de	
material.	As	diferenças	estatísticas	entre	os	nanomateriais	e	o	controlo	são	indicadas	pelo	uso	do	símbolo	
*p<0,05,	**p<0,01	e	***p<0,005.	As	diferenças	estatísticas	entre	os	dois	tempos	4h	e	24h	para	as	mesmas	
concentrações	de	nanomateriais	(10	e	50	μg	mL-1)	são	indicadas	pelo	uso	do	símbolo	+++p<0,001.		
 
Os	resultados	da	figura	12A	mostram	um	claro	deslocamento	para	a	direita	do	perfil	das	
células	expostas	a	10	μg	mL-1	MoS2-AMP	durante	24h	(vermelho),	em	relação	ao	perfil	das	células	
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e	 controlo	 (preto)	 e	 ao	 perfil	 das	 células	 expostas	 à	 mesma	 concentração	 de	 nanomaterial	
durante	4h	(azul).	De	facto,	após	4h	e	24h	a	complexidade	 interna	das	células	expostas	a	10	μg	
mL-1	MoS2-AMP	aumentou	significativamente	18%	e	98%,	respetivamente,	em	relação	ao	controlo	
(tracejado	 preto).	 Estes	 resultados	 demonstram	 que	 este	 nanomaterial	 foi	 internalizado	 pelas	
células	Saos-2	após	4h	de	exposição,	tendo	esta	internalização	aumentado	significativamente	66%	
após	24h	de	exposição.	
Os	resultados	da	figura	12B	mostram	um	claro	deslocamento	para	a	direita	do	perfil	das	
células	 expostas	 a	 50	 μg	mL-1	MoS2-AMP	 durante	 4h	 (azul),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
controlo	(preto).	Também	se	observou	um	claro	deslocamento	para	a	direita	do	perfil	das	células	
expostas	 a	 50	 μg	 mL-1	 MoS2-AMP	 durante	 24h	 (vermelho),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
controlo	(preto)	e	das	células	expostas	a	esta	concentração	de	nanomaterial	durante	4h	(azul).	De	
facto,	 após	 4h	 e	 24h	 a	 complexidade	 interna	 das	 células	 expostas	 a	 50	 μg	 mL-1	 MoS2-AMP	
aumentou	significativamente	70%	e	mais	do	dobro,	respetivamente,	em	relação	ao	controlo	(linha	
a	 tracejado	 preto).	 Estes	 resultados	 demonstram	 que	 este	 nanomaterial	 foi	 internalizado	 pelas	
células	 Saos-2	 logo	 após	 4h	 de	 exposição,	 no	 entanto,	 quando	 expostas	 durante	 24h,	 esta	
internalização	 aumentou	 70%.	 Adicionalmente,	 observamos	 um	 aumento	 da	 internalização	
dependente	 da	 concentração	 de	 nanomaterial	 e	 do	 tempo	 de	 exposição	 estudados,	 sendo	 a	
maior	internalização,	observada	após	24h	de	exposição	a	50	μg	mL-1	MoS2-AMP.	
A	 figura	13	 representa	a	 internalização	celular	de	MoS2-GMP	pelos	osteoblastos	Saos-2,	
mostrando	 um	 exemplo	 representativo	 da	 complexidade	 interna	 (SSC)	 de	 três	 populações	
celulares.	A	figura	13A	representa	os	perfis	das	células	controlo	(sem	o	nanomaterial)	(preto),	das	
células	Saos-2	expostas	durante	4h	a	10	μg	mL-1	(azul)	e	expostas	durante	24h	a	10	μg	mL-1	MoS2-
GMP	 (vermelho).	 O	 gráfico	 incluso	 mostra	 a	 média	 da	 complexidade	 interna	 das	 células	 (SSC)	
Saos-2	expostas	a	MoS2-GMP	(10	μg	mL-1)	após	4h	e	24h	de	exposição.	A	figura	13B	representa	os	
perfis	das	células	controlo	(sem	o	nanomaterial)	(preto),	das	células	Saos-2	expostas	a	50	μg	mL-1	
MoS2-GMP	durante	4h	(azul)	e	24h	(vermelho).	O	gráfico	incluso	mostra	a	média	da	complexidade	
interna	das	células	(SSC)	Saos-2	expostas	a	MoS2-GMP	(50	μg	mL-1)	após	4	e	24h	de	exposição.	
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Figura	13.	Internalização	celular	do	MoS2-GMP	pelas	células	Saos-2.		
A)	Perfil	 representativo	da	complexidade	celular	 (SSC)	versus	número	de	células	Saos-2	expostas	a	MoS2-
GMP	10	μg	mL-1	durante	4h	(azul)	e	24h	(vermelho).	O	gráfico	de	barras	incluso	apresenta	a	média	de	SSC,	
expresso	em	média	±	SD	de	osteoblastos	do	sarcoma	humano	Saos-2	nas	condições	referidas.	Na	condição	
controlo	(preto)	as	células	são	cultivadas	na	ausência	de	material.	B)	Perfil	representativo	da	complexidade	
celular	 (SSC)	 versus	 número	 de	 células	 Saos-2	 expostas	 a	MoS2-GMP	50	μg	mL-1	 durante	 4h	 (azul)	 e	 24h	
(vermelho).	O	gráfico	de	barras	incluso	apresenta	a	média	de	SSC,	expresso	em	média	±	SD	de	osteoblastos	
Saos-2	nas	condições	referidas.	Na	condição	controlo	(tracejado	preto)	as	células	são	cultivadas	na	ausência	
de	 material.	 As	 diferenças	 estatísticas	 entre	 os	 nanomateriais	 e	 o	 controlo	 são	 indicadas	 pelo	 uso	 do	
símbolo	*p<0,05,	**p<0,01	e	***p<0,005.	As	diferenças	estatísticas	entre	os	dois	tempos	4h	e	24h	para	as	
mesmas	concentrações	de	nanomateriais	são	indicadas	pelo	uso	do	símbolo	+p<0,05	e	+++p<0,005.	
		
Os	resultados	da	figura	13A	mostram	um	claro	deslocamento	para	a	direita	do	perfil	das	
células	 expostas	 a	 10	 μg	mL-1	MoS2-GMP	 durante	 4h	 (azul),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
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controlo	 (preto).	 Observa-se	 ainda	 um	 claro	 deslocamento	 para	 a	 direita	 do	 perfil	 das	 células	
expostas	 a	 10	 μg	 mL-1	 MoS2-GMP	 durante	 24h	 (vermelho),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
controlo	(preto)	e	ao	perfil	das	células	expostas	à	mesma	concentração	de	nanomaterial	durante	
4h	(azul).	De	facto,	após	4h	e	24h	a	complexidade	interna	das	células	expostas	a	10	μg	mL-1	MoS2-
GMP	aumentou	 significativamente	16%	e	 92%,	 respetivamente,	 em	 relação	 às	 células	 controlo.	
Estes	resultados	demonstram	que	este	nanomaterial	foi	internalizado	pelas	células	Saos-2	após	4h	
de	 exposição,	 tendo	 esta	 internalização	 aumentado	 significativamente	 65%	 após	 24h	 de	
exposição.	
Os	resultados	da	figura	13B	mostram	um	claro	deslocamento	para	a	direita	do	perfil	das	
células	 expostas	 a	 50	 μg	mL-1	MoS2-GMP	 durante	 4h	 (azul),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
controlo	 (preto).	 Observa-se	 ainda	 um	 claro	 deslocamento	 para	 a	 direita	 do	 perfil	 das	 células	
expostas	 a	 50	 μg	 mL-1	 MoS2-GMP	 durante	 24h	 (vermelho),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
controlo	(preto)	e	ao	perfil	das	células	expostas	à	mesma	concentração	de	nanomaterial	durante	
4h	(azul).	De	facto,	após	4h	e	24h	a	complexidade	interna	das	células	expostas	a	50	μg	mL-1	MoS2-
GMP	aumentou	significativamente	45%	e	mais	do	dobro,	 respetivamente,	em	relação	às	células	
controlo.	Estes	resultados	demonstram	que	este	nanomaterial	foi	internalizado	pelas	células	Saos-
2	 após	 4h	 de	 exposição,	 tendo	 esta	 internalização	 aumentado	 significativamente	 para	mais	 do	
dobro	após	24h	de	exposição.	
A	 figura	14	 representa	a	 internalização	 celular	de	MoS2-FMN	pelos	osteoblastos	 Saos-2,	
mostrando	 um	 exemplo	 representativo	 da	 complexidade	 interna	 (SSC)	 de	 três	 populações	
celulares.	A	figura	14A	representa	os	perfis	das	células	controlo	(sem	o	nanomaterial)	(preto),	das	
células	Saos-2	expostas	durante	4h	a	10	μg	mL-1	(azul)	e	expostas	durante	24h	a	10	μg	mL-1	MoS2-
FMN	 (vermelho).	 O	 gráfico	 incluso	 mostra	 a	 média	 da	 complexidade	 interna	 das	 células	 (SSC)	
Saos-2	expostas	a	MoS2-FMN	(10	μg	mL-1)	após	4h	e	24h	de	exposição.	A	figura	14B	representa	os	
perfis	das	células	controlo	(sem	o	nanomaterial)	(preto),	das	células	Saos-2	expostas	a	50	μg	mL-1	
MoS2-FMN	durante	4h	(azul)	e	24h	(vermelho).	O	gráfico	incluso	mostra	a	média	da	complexidade	
interna	das	células	(SSC)	Saos-2	expostas	a	MoS2-FMN	(50	μg	mL-1)	após	4	e	24h	de	exposição.	
Os	resultados	da	figura	14A	mostram	um	claro	deslocamento	para	a	direita	do	perfil	das	
células	 expostas	 a	 10	 μg	mL-1	MoS2-FMN	 durante	 4h	 (azul),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
controlo	 (preto).	 Observa-se	 ainda	 um	 claro	 deslocamento	 para	 a	 direita	 do	 perfil	 das	 células	
expostas	 a	 10	 μg	 mL-1	 MoS2-FMN	 durante	 24h	 (vermelho),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
controlo	(preto)	e	ao	perfil	das	células	expostas	à	mesma	concentração	de	nanomaterial	durante	
4h	(azul).	De	facto,	após	4h	e	24h	a	complexidade	interna	das	células	expostas	a	10	μg	mL-1MoS2-
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FMN	 aumentou	 significativamente	 31%	 e	 97%,	 respetivamente,	 em	 relação	 às	 células	 controlo	
(tracejado	 preto).	 Estes	 resultados	 demonstram	 que	 este	 nanomaterial	 foi	 internalizado	 pelas	
células	Saos-2	após	4h	de	exposição,	tendo	esta	internalização	aumentado	significativamente	49%	
após	24h	de	exposição.	
 
 
Figura	14.	Internalização	celular	do	MoS2-FMN	pelas	células	Saos-2.		
A)	Perfil	 representativo	da	complexidade	celular	 (SSC)	versus	número	de	células	Saos-2	expostas	a	MoS2-
FMN	10	μg	mL-1	durante	4h	(azul)	e	24h	(vermelho).	O	gráfico	de	barras	incluso	apresenta	a	média	de	SSC,	
expresso	em	média	±	SD	de	osteoblastos	do	sarcoma	humano	Saos-2	nas	condições	referidas.	Na	condição	
controlo	(preto)	as	células	são	cultivadas	na	ausência	de	material.	B)	Perfil	representativo	da	complexidade	
celular	 (SSC)	 versus	 número	 de	 células	 Saos-2	 expostas	 a	MoS2-FMN	50	 μg	mL-1	 durante	 4h	 (azul)	 e	 24h	
(vermelho).	O	gráfico	de	barras	incluso	apresenta	a	média	de	SSC,	expresso	em	média	±	SD	de	osteoblastos	
Saos-2	 nas	 condições	 referidas.	 Na	 condição	 controlo	 (preto)	 as	 células	 são	 cultivadas	 na	 ausência	 de	
material.	As	diferenças	estatísticas	entre	os	nanomateriais	e	o	controlo	são	indicadas	pelo	uso	do	símbolo	
*p<0,05	 e	 ***p<0,005.	 As	 diferenças	 estatísticas	 entre	 os	 dois	 tempos	 4h	 e	 24h	 para	 as	 mesmas	
concentrações	de	nanomateriais	são	indicadas	pelo	uso	do	símbolo	+++p<0,005.	
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Os	resultados	da	figura	14B	mostram	um	claro	deslocamento	para	a	direita	do	perfil	das	
células	 expostas	 a	 50	 μg	mL-1	MoS2-FMN	 durante	 4h	 (azul),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
controlo	 (preto).	 Observa-se	 ainda	 um	 claro	 deslocamento	 para	 a	 direita	 do	 perfil	 das	 células	
expostas	 a	 50	 μg	 mL-1	 MoS2-FMN	 durante	 24h	 (vermelho),	 em	 relação	 ao	 perfil	 das	 células	 e	
controlo	(preto)	e	ao	perfil	das	células	expostas	à	mesma	concentração	de	nanomaterial	durante	
4h	(azul).	De	facto,	após	4h	e	24h	a	complexidade	interna	das	células	expostas	a	10	μg	mL-1	MoS2-
FMN	aumentou	 significativamente	77%	e	mais	 do	 triplo,	 respetivamente,	 em	 relação	às	 células	
controlo.	Estes	resultados	demonstram	que	este	nanomaterial	foi	internalizado	pelas	células	Saos-
2	após	4h	de	exposição,	tendo	esta	internalização	aumentado	significativamente	69%	após	24h	de	
exposição.	
Nos	últimos	anos,	as	interações	entre	a	interface	nano-bio	têm	demostrando	uma	grande	
importância	 nas	 ciências	 biomédicas,	 pois	 determinam	 o	 design	 de	 nanomateriais	 com	
propriedades	físico-químicas	únicas	[hidrofilicidade,	hidrofobicidade,	tamanho	(dimensão	lateral),	
propriedades	de	superfície	(funcionalização,	carga)	(Zhang	et	al.,	2012;	Louro	et	al.,	2015;	Rai	and	
Kon,	 2015;	 Wang	 and	 Chen,	 2016)],	 que	 influenciam	 a	 biodisponibilidade,	 captação	 celular,	
transporte	 e	 o	 destino	 final	 dos	 nanomateriais	 nos	 sistemas	 biológicos	 (Rai	 and	 Kon,	 2015).	 O	
MoS2	tem	sido	proposto	para	terapia	fototérmica,	nano-veículo	de	genes	ou	fármacos,	todos	para	
tratamento	de	vários	tipos	de	cancro	(Li	et	al.,	2017),	para	a	qual	os	nanomateriais	têm	que	ser	
incorporados	pelas	células	sem	provocar	alterações	estruturais	e	funcionais	nas	mesmas.		
A	 figura	 15	 mostra	 a	 internalização	 celular	 de	 MoS2-AMP,	 -GMP	 e	 -FMN	 pelos	 pré-
osteoblastos	MC3T3-E1	e	pelos	osteoblastos		Saos-2	expostas	durante	4h	e	24h,	respetivamente,	
à	 concentração	 de	 50	 μg	mL-1.	 O	 ensaio	 de	 internalização	 celular	 por	 citometria	 de	 fluxo	 veio	
comprovar	que	as	nano-folhas	de	MoS2	funcionalizadas	com	diferentes	mononucléotidos	(-AMP,	-
GMP	 e	 -FMN)	 são	 incorporadas	 pelas	 células	 em	 estudo,	 pré-osteoblastos	 MC3T3-E1	 e	
osteoblastos	Saos-2.	Apesar	de	tal	se	observar,	foram	constatadas	diferenças	entre	os	dois	tipos	
celulares,	 no	 que	 diz	 respeito,	 aos	 tempos	 de	 exposição	 (4	 e	 24h)	 necessários	 para	 a	
internalização	de	MoS2-AMP,	MoS2-GMP	e	MoS2-FMN	(10	e	50	µg	mL-1).	Além	disso,	este	estudo	
demonstra	 que	 o	MoS2	 funcionalizado	 com	 diferentes	mononucleótidos	 (-AMP,	 -GMP	 e	 -FMN),	
com	um	tamanho	de	250-300	nm,	é	 incorporado	tanto	por	osteoblastos	(Saos-2)	como	por	pré-
osteoblastos	 (MC3T3-E1),	 tal	 como	 ocorre	 quando	 o	 MoS2	 foi	 funcionalizado	 com	 outras	
moléculas	 poliméricas,	 com	um	 tamanho	de	 100-200	 nm,	 tais	 como,	 -PEG,	 -PEG-PEI,	 -HPG,	 por	
macrófagos	 (Liu	et	 al.,	 2015),	 hepatócitos	 (Kou	et	 al.,	 2014),	 fibroblastos	 (Wang	et	 al.,	 2015)	 e	
células	do	rim	(Huang	et	al.,	2017),	respetivamente.	
		 33	
 
Figura	15.	Internalização	celular	de	MoS2-AMP,	-GMP	e	-FMN	pelas	células	MC3T3-E1	e	Saos-2.		
Gráfico	 de	 barras	 representatvo	 do	 Side-scattered	 light	 (SSC,	 complexidade	 celular	 interna)	 de	 pré-
osteoblastos	 MC3T3-E1	 expostos	 a	 50	 μg	 mL-1	 de	 MoS2-AMP	 (vermelho),	 -GMP	 (verde)	 e	 -FMN	 (roxo)	
durante	4h	e	de	osteoblastos	Saos-2	expostos	a	50	μg	mL-1	de	MoS2-AMP(riscas	vermelhas),	 -GMP	(riscas	
verdes)	e	-FMN	(riscas	roxas)		durante	24h.	Os	resultados	estão	expressos	como	média	±	SD.	
 
3. ESPÉCIES	REATIVAS	DE	OXIGÉNIO	
As	 espécies	 reativas	 de	 oxigénio	 (ROS)	 incluem	 uma	 série	 de	 moléculas	 que	 danificam	
DNA	e	RNA	e	oxidam	proteínas	e	lipídios	(peroxidação	lipídica).	Estas	moléculas	reativas	contêm	
oxigénio	 e	 incluem	 H2O2	 (peróxido	 de	 hidrogénio),	 NO	 (óxido	 nítrico),	 O2-	 (anião	 superóxido),	
peroxinitrito	 (ONOO-),	 ácido	 clorídrico	 (HOCl)	 e	 radical	 hidroxilo	 (OH-)	 (Wu	 and	 Yotnda,	 2011).	
Vários	estudos	propuseram	o	stress	oxidativo	como	um	mecanismo	chave	envolvido	na	toxicidade	
de	 vários	 nanomateriais,	 que	 resulta	 do	 desequilíbrio	 entre	 a	 produção	 excessiva	 de	 ROS	 e	 a	
capacidade	limitada	das	defesas	antioxidantes	das	células,	levando	a	efeitos	biológicos	adversos,	
como	 a	 peroxidação	 de	 lípidos	 de	membrana,	 desnaturação	 de	 proteínas	 e	 alterações	 no	 DNA	
(Nel	et	al.,	2006).	
Após	 comprovar	 a	 incorporação	 dos	 nanomateriais	 MoS2	 (-AMP,	 -GMP	 e	 -FMN)	 nas	
células	 MC3T3-E1	 e	 Saos-2,	 através	 do	 ensaio	 de	 internalização	 celular,	 tornou-se	 importante	
analisar	a	produção	espécies	reativas	de	oxigénio	(ROS),	já	que	este	é	um	parâmetro	indicativo	do	
stress	oxidativo	das	células.		
A	 figura	 16	mostra	 a	 produção	de	ROS	pelas	 células	MC3T3-E1	 expostas	 durante	 24h	 a	
duas	concentrações	(10	e	50	μg	mL-1)	de	Mos2-AMP,	Mos2-GMP	Mos2-FMN.	
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Os	resultados	demonstram	que	a	produção	de	ROS	pelas	células	MC3T3-E1	na	presença	
MoS2-AMP	 com	 a	 concentração	 de	 10	 e	 50	 μg	 mL-1	 aumenta	 significativamente	 (32	 e	 31%,	
respectivamente)	 quando	 comparada	 com	 a	 produção	 de	 ROS	 pelas	 células	 controlo.	 Entre	 as	
duas	 concentrações,	 10	 e	 50	 μg	mL-1	 não	 se	 registam	diferenças	 estatisticamente	 significativas.	
Assim,	podemos	aferir	que	a	produção	de	ROS	pelos	pré-osteoblastos	MC3T3-E1	é	independente	
da	concentração	do	nanomaterial	em	estudo.	No	caso	das	células	MC3T3-E1	cultivadas	com	10	μg	
mL-1	de	MoS2-GMP	não	se	observam	diferenças	significativas	na	produção	de	ROS	em	comparação	
com	as	células	controlo,	contudo	com	a	concentração	de	50	μg	mL-1	observou-se	uma	diminuição	
estatisticamente	 significativa	 de	 34%.	 Podemos	 assim	 concluir	 que	 a	 produção	 de	 ROS	 pelas	
células	MC3T3-E1	é	dependente	da	concentração	do	MoS2-GMP.	Por	último,	a	produção	de	ROS	
pelas	 células	MC3T3-E1	 na	 presença	 de	MoS2-FMN	 para	 as	 concentrações	 de	 10	 e	 50	 μg	mL-1	
manteve-se	igual	à	produção	de	ROS	pelas	células	controlo,	não	existindo	diferenças	significativas	
24h	após	a	exposição	ao	nanomaterial.	
	
  
Figura	15.	Avaliação	da	produção	de	ROS	pelas	células	MC3T3-E1.	
Percentagem	da	produção	de	ROS	pelos	pré-osteoblastos	MC3T3-E1	expostos	durante	24h	à	concentração	
de	10	e	50	μg	mL-1	de	nano-folhas	de	MoS2	estabilizadas	com	os	mononucleótidos	AMP	(vermelho	[10	μg	
mL-1]	e	riscas	vermelhas	[50	μg	mL-1]),	GMP	(verde	[10	μg	mL-1]	e	riscas	verdes	[50	µg	mL-1]	e	FMN	(roxo	[10	
μg	mL-1]	e	riscas	roxas	[50	μg	mL-1]).	Considera-se	100%	a	condição	controlo	(ausência	de	material)	 (linha	
tracejada	 a	 preto).	 Os	 resultados	 estão	 expressos	 como	 média	±	 SD,	 expressos	 em	 %	 do	 controlo.	 As	
diferenças	estatísticas	entre	os	nanomateriais	e	o	controlo	são	indicadas	pelo	uso	do	símbolo	*p<0,05.	
	
Posto	 isto,	 podemos	 afirmar	 que	 apenas	 o	 nanomaterial	 MoS2-AMP	 nas	 duas	
concentrações	testadas	(10	e	50	μg	mL-1)	após	24h	de	exposição	induz	um	aumento	significativo	
da	 produção	 de	 ROS	 nos	 pré-osteoblastos	MC3T3-E1	 em	 comparação	 com	 as	 células	 controlo.	
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Este	efeito	pode	ser	explicado,	tendo	em	conta	o	aumento	significativo	na	proliferação	das	células	
MC3T3-E1	(figura	8A)	quando	expostas	a	MoS2-AMP	durante	24h.	
A	figura	17	mostra	a	produção	de	ROS	pelos	osteoblastos	Saos-2	expostos	durante	24h	às	
concentrações	(10	e	50	μg	mL-1)	de	MoS2	(-AMP,	-GMP	e	-FMN).		
Os	resultados	mostram	que	a	produção	de	ROS	pelas	células	Saos-2	na	presença	de	MoS2-
AMP	para	as	concentrações	de	10	e	50	µg	mL-1	manteve-se	igual	às	células	controlo.	Na	presença	
de	 MoS2-GMP	 com	 a	 concentração	 de	 50	 μg	 mL-1	 observa-se	 um	 aumento	 estatisticamente	
significativo	 (50%)	 na	 produção	 de	 ROS	 em	 comparação	 com	 as	 células	 controlo.	 Verificam-se	
também	um	aumento	 significativo	de	32%	entre	 as	duas	 concentrações	 testadas	de	Mos2-GMP	
(10	e	 50	μg	mL-1).	 Estes	 resultados	 são	 indicativos	que	 a	 produção	de	ROS	pelas	 células	 Saos-2	
expostas	 a	 MoS2-GMP	 é	 dependente	 da	 concentração	 deste	 nanomaterial.	 Finalmente,	 na	
presença	 de	 ambas	 as	 concentrações	 de	 MoS2-FMN	 observa-se	 um	 aumento	 significativo	 da	
produção	de	ROS	de	51%	e	57%,	respectivamente,	quando	comparado	com	produção	das	células	
controlo.	Assim,	neste	caso	podemos	concluir	que	a	produção	de	ROS	pelos	osteoblastos	Saos-2	é	
independente	da	concentração	de	MoS2-FMN	testado.		
	
 
Figura	16.	Avaliação	da	produção	de	ROS	pelas	células	Saos-2.	
Percentagem	 da	 produção	 de	 ROS	 de	 osteoblastos	 do	 sarcoma	 humano	 Saos-2	 expostos	 durante	 24h	 à	
concertação	 de	 10	 e	 50	 μg	 mL-1	 de	 nano-folhas	 de	 MoS2	 estabilizadas	 com	 os	 mononucleótidos	 AMP	
(vermelho	[10	μg	mL-1]	e	riscas	vermelhas	[50	μg	mL-1]),	GMP	(verde	[10	μg	mL-1]	e	riscas	verdes	[50	μg	mL-1]	
e	FMN	(roxo	[10	μg	mL-1]	e	riscas	roxas	[50	μg	mL-1]).	Considera-se	100%	a	condição	controlo	(ausência	de	
material)	 (linha	 tracejada	a	preto).	Os	 resultados	estão	expressos	 como	média	±	 SD,	 expressos	em	%	do	
controlo.	As	diferenças	estatísticas	entre	os	nanomateriais	e	o	controlo	são	indicadas	pelo	uso	do	símbolo	
(*)	e	entre	a	concentração	de	10	e	50	μg	mL-1	de	GMP	(#).	*p<0,05;	***p<0,005;	#p<0,05.	
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Deste	 modo,	 podemos	 constatar	 que	 a	 produção	 de	 ROS	 pelos	 osteoblastos	 Saos-2	
depende	do	agente	dispersante/estabilizante	(mononucleótidos)	utilizado	na	funcionalização	das	
nano-folhas	de	MoS2.	Outros	 autores,	 como	Liu	et	 al.	 (2014b)	e	Kou	et	 al	 (2014),	 demostraram	
que	 vários	 tipos	 celulares	 (células	 tumorais	 cervicais,	 células	 do	 rim	 e	 hepatócitos)	 expostos	 a	
diferentes	 concentrações	 (0,16	 e	 0,2	 mg	 mL-1)	 de	 MoS2	 funcionalizado	 com	 PEG	 e	 PEG-PEI	
induzem	stress	oxidativo	mínimo.	Mais	uma	vez	se	verifica	que	a	 funcionalização	de	MoS2	 (com	
mononucleótidos,	 neste	 estudo),	 como	 em	 muitos	 outros	 nanomateriais,	 determina	 a	 sua	
biocompatibilidade	(Kou	et	al.,	2014).		
 
4. DIFERENCIAÇÃO	DAS	CÉLULAS	MC3T3-E1	
As	células	MC3T3-E1	são	pré-osteoblastos,	ou	seja,	células	 indiferenciadas	saudáveis,	ao	
contrário	 dos	 osteoblastos	 (Saos-2)	 que	 são	 diferenciadas	 e	 tumorais.	 A	 capacidade	 de	
diferenciação	 das	 células	MC3T3-E1	 já	 foi	 estudada	 e	 reportada	 em	 vários	 artigos	 (Choi	 et	 al.,	
1996; Wang	 et	 al.,	 1999;	 Liu	et	al.,	 2010;	 Yazid	et	al.,	 2010;	 Yao	et	al.,	 2014).	Assim,	 tornou-se	
importante	 verificar	 se	 as	 nano-folhas	 de	MoS2	 funcionalizadas	 com	 os	mononucleótidos	 AMP,	
GMP	e	FMN	influenciam	a	capacidade	de	diferenciação	de	pré-osteoblastos	MC3T3-E1.	Para	tal,	
foi	realizado	o	ensaio	enzimático	da	fosfatase	alcalina	(ALP),	que	serviu	como	indicador	chave	da	
diferenciação	dos	pré-osteoblastos.	
As	células	MC3T3-E1	foram	expostas	durante	10	dias	a	50	μg	mL-1	dos	três	nanomateriais	
em	 estudo,	 pois	 é	 concentração	 a	 partir	 da	 qual	 se	 verificam	 efeitos	máximos	 nos	 parâmetros	
estudados:	proliferação	celular,	internalização	dos	nanomateriais	e	produção	de	ROS.		
Após	24h	de	exposição	a	morfologia	dos	pré-osteoblastos	 foi	avaliada	por	microscopia	ótica	
(figura	 18).	 Os	 resultados	 demonstram	 que	 as	 células	 MC3T3-E1	 apresentam	 uma	 morfologia	
típica	 deste	 tipo	 celular	 (fibroblastos)	 e	 têm	 a	 capacidade	 de	 crescerem	 em	 monocamada	
aderente.	 Além	 disso,	 também	 se	 observa	 que	 todos	 os	 nanomateriais	 testados	 foram	
internalizados	 pelas	 células,	 estando	 localizados	 preferencialmente	 em	 torno	 do	 núcleo	 como	
indicado	pelas	setas.	
 
		 37	
 
Figura	18.	Avaliação	morfológica	das	células	MC3T3-E1.		
Morfologia	das	células	MC3T3-E1	após	24h	de	exposição	a	50	μg	mL-1	de	MoS2-AMP	(B),	de	MoS2-GMP	(C)	e	
MoS2-FMN	(D),	avaliada	por	microscopia	ótica.	A	imagem	(A)	representa	as	células	controlo	(na	ausência	de	
nanomaterial).	As	setas	indicam	a	localização	de	nanomateriais	no	interior	das	células.	
 
A	 figura	 19	 mostra	 a	 atividade	 enzimática	 da	 ALP	 em	 função	 da	 proteína	 total	 de	 pré-
osteoblastos	MC3T3-E1	 expostos	 durante	 10	 dias	 à	 concentração	 de	 50	 μg	mL-1	 de	MoS2-AMP,	
MoS2-GMP	 e	 MoS2-FMN.	 A	 análise	 dos	 resultados	 permitiu	 concluir	 que	 os	 nanomateriais	
testados	 não	 influenciam	 a	 atividade	 enzimática	 da	ALP	 nas	 células	MC3T3-E1,	 apresentando	 a	
mesma	atividade	enzimática	que	as	células	controlo.	Deste	modo,	podemos	concluir	que	as	nano-
folhas	 de	 MoS2	 funcionalizadas	 com	 diferentes	 mononucleótidos	 (AMP,	 GMP	 e	 FMN)	 não	
influenciam	 a	 diferenciação	 dos	 pré-osteoblastos	 MC3T3-E1.	 No	 nosso	 melhor	 conhecimento,	
nenhum	estudo	sobre	a	capacidade	de	diferenciação	deste	tipo	celular	com	nano-folhas	de	MoS2	
estabilizadas	com	mononucleótidos	foi	reportado.		
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Figura	19.	Avaliação	da	capacidade	de	diferenciação	da	linha	celular	MC3T3-E1.		
Percentagem	da	atividade	enzimática	da	fosfatase	alcalina	em	função	da	proteína	total	de	pré-osteoblastos	
de	MC3T3-E1	expostos	durante	10	dias	à	concentração	de	50	μg	mL-1	de	nano-folhas	de	MoS2	estabilizadas	
com	 os	 mononucleótidos	 AMP	 (vermelho),	 GMP	 (verde)	 e	 FMN	 (roxo).	 Considera-se	 100%	 a	 condição	
controlo	(ausência	de	material)	(linha	tracejada	a	preto).	Os	resultados	estão	expressos	como	média	±	SD,	
expresso	em	%	do	controlo.	
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VI. CONCLUSÃO	
Nesta	 dissertação,	 demonstramos	 a	 biocompatibilidade	 das	 nano-folhas	 de	MoS2-AMP,	
MoS2-GMP	 e	 MoS2-FMN	 em	 dois	 tipos	 celulares,	 pré-osteoblastos	 (MC3T3-E1)	 e	 osteoblastos	
(Saos-2).	
O	presente	estudo	mostra	que	as	células	MC3T3-E1	e	Saos-2	exibem	elevada	viabilidade	e	
proliferação	celular	quando	expostas	a	diferentes	concentrações	de	nanomateriais	(10-75	μg	mL-
1).	Sendo	notório,	o	aumento	da	capacidade	proliferativa	das	células	MC3T3-E1	quando	expostas	a	
MoS2-AMP	 (30-75	 μg	 mL-1).	 Assim,	 podemos	 concluir	 que	 o	 MoS2	 funcionalizado	 com	 os	 três	
mononucleótidos,	 AMP,	 GMP	 e	 FMN,	 é	 biocompatível.	 Além	 disso,	 verificou-se	 que	 todos	 os	
nanomateriais	 testados	 foram	 internalizados	 pelos	 dois	 tipos	 celulares.	 No	 caso	 das	MC3T3-E1	
observou-se	 internalização	de	MoS2-AMP,	MoS2-GMP	e	MoS2-FMN	após	4h	de	exposição	a	10	e	
50	μg	mL-1,	não	aumentando	a	sua	incorporação	com	o	aumento	do	tempo	de	exposição	para	24h	
em	 cada	 uma	das	 concentrações.	No	 entanto,	 a	máxima	 internalização	 é	 observada	 quando	 as	
células	são	expostas	à	maior	concentração	testada	(50	μg	mL-1).	No	caso	das	células	Saos-2	todos	
os	 nanomateriais	 são	 incorporados	 após	 4h	 de	 exposição	 a	 10	 e	 50	 μg	 mL-1,	 no	 entanto	 esta	
internalização	aumenta,	quando	o	 tempo	de	exposição	é	de	24h.	Esta	 internalização	 também	é	
superior	quando	a	concentração	de	nanomateriais	aumenta	de	10	para	50	μg	mL-1.	
Relativamente,	 à	produção	de	espécies	 reativas	de	oxigénio	 (ROS),	 as	 células	MC3T3-E1	
induziram	um	aumento	da	produção	de	ROS	quando	expostas	 a	 10	e	50	 μg	mL-1	 de	MoS2-AMP	
durante	24h,	provavelmente	devido	ao	aumento	da	sua	capacidade	proliferativa.	As	células	Saos-
2,	 por	 sua	 vez,	 induziram	aumento	do	 stress	 oxidativo	quando	expostas	 a	 50	μg	mL-1	 de	MoS2-
GMP	e	a	10	e	50	μg	mL-1	de	MoS2-FMN	durante	24h,	o	que	nos	 indica	que	a	funcionalização	do	
nanomaterial	 MoS2	 influencia	 a	 resposta	 celular.	 Estes	 nanomateriais	 não	 influenciam	 a	
diferenciação	dos	pré-osteoblastos	MC3T3-E1.	
Assim,	 estes	 resultados	 demonstram	 que	 o	 nanomaterial	 MoS2	 funcionalizado	 com	
diferentes	mononucleótidos	(-AMP,	-GMP	e	-FMN)	apresenta	respostas	celulares	que	determinam	
a	sua	biocompatibilidade	com	as	células	MC3T3-E1	e	Saos-2.		
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VII. PERSPETIVAS	FUTURAS		
	 Os	resultados	obtidos	no	presente	trabalho	demonstram	que	será	necessário	esclarecer	e	
clarificar	a	aplicabilidade	do	MoS2	funcionalizado	com	AMP,	GMP	e	FMN	em	biomedicina.	Deste	
modo	sugere-se:	
• Estudar	 a	 resposta	 molecular	 de	 pré-osteoblastos	 e	 osteoblastos	 na	 presença	 destes	
nanomateriais;		
• Analisar	vias	de	entrada	e	sinalização;	
• Avaliar	a	atividade	mitocondrial;	
• Determinar	quais	as	espécies	reativas	de	oxigénio	que	são	efetivamente	produzidas;	
• Avaliar	a	toxicidade	destes	nanomateriais	a	longo	prazo;		
• Avaliar	de	que	forma	afeta	as	células	do	sistema	imunitário	e	outros	tipos	celulares;		
• Estudar	a	capacidade	destes	nanomateriais	funcionarem	como	nano-veículos;	
• Testar	o	MoS2-AMP,	-GMP	e	-FMN	in	vivo.	
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